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Susu bubuk kedelai merupakan susu bubuk dengan bahan baku kedelai 
sebagai sumber proteinnya. Kebutuhan kedelai di Indonesia sebagian besar (70%) 
dipenuhi dari impor dikarenakan rendahnya produksi dalam negeri. Hampir 50% 
kedelai impor berasal dari Amerika Serikat (AS), dimana sebagian besar (80%) 
berasal dari tanaman transgenik kedelai transgenik. Dalam era keterbukaan 
informasi, perlu adanya pelabelan Produk Rekayasa Genetika (PRG). Pentingnya 
kajian ini berdasarkan pemberian perlindungan hak-hak universal konsumen 
khususnya terhadap PRG yang beresiko terhadap kesehatan dan lingkungan. 
Selain itu juga bertujuan membantu terciptanya sistem pelabelan PRG di 
Indonesia. Deteksi pangan hasil rekayasa genetika atau GMO dapat dilakukan 
dengan menggunakan pendekatan deteksi keberadaan gen sisipan itu sendiri. 
Salah satu metode yang berkembang yaitu Polymerase Chain Reaction (PCR). 
PCR merupakan metode perbanyakan DNA secara eksponensial dimana dapat 
meningkatkan DNA sebanyak 106-107 kali lebih banyak. PCR mempunyai 
sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi sehingga memungkinkan mendeteksi DNA 
dalam jumlah kecil pada bahan baku. PCR memiliki 3 tahapan yaitu denaturasi, 
annealing, dan elongasi. Pemilihan suhu annealing merupakan kunci keberhasilan 
sehingga pengoptimasian perlu dilakukan. 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui ada tidaknya gen 
transgenik pada produk susu bubuk kedelai menggunakan metode PCR, sehingga 
dapat digolongkan apakah produk tersebut merupakan PRG atau tidak. Tujuan 
lain yaitu untuk mengetahui suhu annealing optimum pada primer yang digunakan, 
yaitu primer CaMV 35S Promotor, gen EPSPS-CP4 dan NOS Terminator. Target 
dari penelitian ini yaitu pendeteksian gen transgenik menggunakan teknik PCR 
dengan primer tertentu dan spesifik pada produk susu bubuk kedelai. Hasil dari 
penelitian ini akan dibandingkan dengan kontrol positif. 
Penelitian ini menggunakan metode deskriptif yang diperoleh dari 
pembandingan basepair yang terbentuk pada sampel dan kontrol positif dalam gel 
elektroforesis. Sampel yang digunakan yaitu 12 susu bubuk kedelai yang beredar 
di kota Malang. Penelitian dilakukan dengan mengekstrak DNA dari sampel 
produk, kemudian dilakukan amplifikasi DNA menggunakan PCR. Hasil amplifikasi 
PCR kemudian divisualisasi menggunakan elektroforesis gel agarosa 3%. 
Berdasarkan hasil penelitian, suhu annealing optimum pada primer CaMV 
35S Promotor adalah 60oC. Sedangkan untuk primer gen EPSPS-CP4 diketahui 
suhu annealing optimumnya sebesar 59oC. Untuk primer NOS Terminator tidak 
ditemukan suhu annealing optimum, diduga disebabkan primer tersebut tidak 
komplementer terhadap kontrol positif yang digunakan. Dari 12 sampel susu bubuk 
kedelai yang beredar di kota Malang yang diuji deteksi gen transgenik, 6 
diantaranya dapat dinyatakan positif transgenik karena terdapat gen EPSPS dan 
gen CaMV 35S Promotor. Dengan demikian 6 sampel susu bubuk kedelai tersebut 
dapat dikatakan sebagai PRG. 
 
Kata Kunci : Kedelai Transgenik, PCR, Produk Rekayasa Genetika, Susu bubuk kedelai.  
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Soy Milk Powder is made from raw powder milk with soybean as its protein 
source.  Soybeans in Indonesia are 70% imported due to low domestic production. 
Imported soybeans in Indonesia mostly came United States (US), where 
transgenic soybeans in US is already at 80% of all soybeans planted area. The 
presence of transgenic soybeans in Indonesia, transparancy demands Genetically 
Modified Product (GMP) labelling. The importance of this study is to protect the 
universal rights of the consumers, especially against GMP which may contain risks 
to health and environment. It also aims to help improve GMP labelling system in 
Indonesia. Detection of Genetically Modified Organism (GMO) can be done by 
checking the presence of the gene inserts itself using Polymerase Chain Reaction 
(PCR). PCR is an exponentially DNA propagation method which can improve the 
DNA as much as 106-107 times more. PCR has high sensitivity and specificity so 
as to allow detection of DNA in small amounts in raw materials. PCR  has 3 stages 
namely denaturation, annealing, dan elongation. Selection of the annealing 
tempterature is the key of PCR succes. Optimisation of the annealing temperature 
should be done to ensure successful PCR procedures. 
The aim of this study was to determine the presence of trangenic genetic 
material in soy milk powder products using the PCR, to classify as GMP. Another 
goal was to determine the optimum annealing temperature of the primers used, 
namely CaMV 35S Promotor, EPSPS-CP4 Gen,  and NOS Terminator. The target 
of this research is the detection of transgenic genes using PCR with spesific primer 
to soy powder milk products. Results from this study will be compared with the 
positive control. 
This research uses descriptive method derived from benchmarking basepair 
formed in the samples and a positive control in gel electrophoresis. Samples used 
were 12 soy milk powder circulating in the city of Malang. Research carried out by 
exctracting DNA from samples using modificated CTAB method, then DNA 
amplification was carried out using PCR. Results were visualized by using 3% 
agarose gel electrophoresis. 
Based on this study, the optimum annealing temperature of the CaMV 35S 
primer was 60oC. As for the EPSPS-CP4 gen primer, the optiomum annealing 
temperature was 59oC. For the NOS Terminator primer’s optimum annealing 
temperature was not found, presumably caused by the primer is being not 
complementary to the positive control used. Of the 12 samples of soy milk powder 
tested detection of transgenic genes, 6 of which are might be determined to be 
using transgenic soybeans due to the presence of EPSPS-CP4 genes and CaMV 
35S Promotor genes. Therefore, 6 of 12 samples were classified as GMP. 
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1.1 Latar Belakang 
Susu kedelai mulai diminati masyarakat saat ini. Ditinjau dari kadar 
proteinnya, susu bubuk kedelai dapat digunakan untuk mengganti susu sapi. 
Kedudukan  susu  kedelai  di  masa  depan  akan  menjadi  semakin  penting. Hal  
ini  dimungkinkan  karena  beberapa  keunggulan  yang  dimilikinya,  yaitu  tidak 
mengandung  laktosa dan kasein,  proteinnya  tidak  menimbulkan  alergi,  dan 
bebas kolesterol (Kilamanca, 2008).  
Kebutuhan kedelai nasional sebagai bahan baku susu bubuk yang mencapai 
2,2 juta/ tahun, baru terpenuhi sekitar 30% dari produksi nasional, sedangkan 70% 
sisanya impor (Satria, 2015). Impor kedelai terbesar Indonesia berasal dari 
Amerika Serikat (AS), mencapai 1,4 juta ton pada tahun 2015. Namun perlu 
diketahui, AS merupakan negara yang mengijinkan teknologi rekayasa genetika 
diterapkan di pertanian, begitu juga dengan Argentina dan Brazil (Marman, 2013). 
Sekitar 80% kedelai di AS merupakan kedelai transgenik, sedangkan 20% sisanya 
adalah kedelai lokal (Rahmawati, 2011).  
Kedelai transgenik merupakan salah satu jenis tanaman Genetically 
Modified Organism (GMO). GMO adalah teknik modifikasi sifat genetik suatu 
organisme dengan cara mengintroduksi atau mengeleminasi gen-gen tertentu 
(Sudjadi, 2008). Penerapan teknik ini di bidang pertanian berperan untuk 
peningkatan produksi, mengurangi pemakaian pestisida kimia, memerangi hama 
dan penyakit tanaman. Kedelai trasngenik Roundup Ready merupakan kedelai 
GMO yang tahan herbisida Roundup (Hagedorn, 2000). Pada Kedelai Roundup 
Ready, gen yang diintroduksikan antara lain  Gen EPSPS-CP4, CaMV 35S 
Promotor, Nterminal CTP4, dan NOS-Terminator (Windels, 2001). 
Masuknya kedelai impor menimbulkan suatu permasalahan baru terkait 
dengan pelabelan Produk Rekayasa Genetika (PRG) di Indonesia. Keterbukaan 
dalam dunia konsumsi menuntut pelabelan produk makanan, terutama produk 
turunan dari PRG. Pentingnya kajian ini didasarkan pada pemberian perlindungan 
terhadap hak-hak universal konsumen secara luas khususnya terhadap PRG yang 
berisiko terhadap kesehatan dan lingkungan. Sebagai contoh, telah dilakukan 
penelitian oleh Seralini et al. (2014) menemukan bahwa terjadi defisiasi fungsional 
ginjal kronis yang signifikan pada tikus yang diberi makan jagung GMO selama 90 
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hari. Hal ini dapat disebabkan oleh overekspresi dari transgen EPSPs atau efek 
mutasi lainnya di jagung GM dan konsekuensi pada metabolik mereka. 
PRG yang beredar di Indonesia harus dikaji keamanan pangannya seperti 
tertuang pada PP No. 28 tahun 2008 tentang Keamanan Pangan. Jika pangan 
PRG sudah dinyatakan aman untuk dikonsumsi dan dijual dalam kemasan, maka 
wajib dilabel mengikuti PP No. 69 tahun 1999 tentang Label dan Iklan Pangan 
(Mulya et al., 2005). Negara Australia juga menerapkan regulasi terhadap PRG 
dalam Standard 1.5.2–Food Produced using Gene Technology dan Standard A18: 
Food Produced Using Gene Technology (ANZFA, 2000). Oleh karena itu, untuk 
membantu implementasi pelabelan PRG di Indonesia, perlu dilakukan identifikasi 
gen transgenik pada produk susu bubuk kedelai yang beredar. 
Terdapat beberapa metode untuk deteksi gen transgenik, diantaranya 
metode Enzyme Linked Immunoabsorbent Assays (ELISA) (Folloni et al., 2011), 
Surface-enhanced Raman scattering (SERS) (Chen, 2012), dan Immunochro-
matographic (IC) strip (Kumar, 2010). Namun, ketiga metode tersebut memiliki 
kelemahan dimana metode ELISA memiliki sensitivitas rendah, aplikasi SERS dan 
IC strip relatif mahal biayanya. Metode lain yang dapat dilakukan yaitu Polymerase 
Chain Reaction (PCR). PCR merupakan salah satu metode diagnostik molekular 
yang mempunyai sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi sehingga memungkinkan 
mendeteksi DNA dalam jumlah kecil pada bahan baku (Ilhak, 2007).   
Untuk mendapatkan hasil PCR yang optimal, perlu dilakukan optimasi 
kondisi PCR. Kondisi-kondisi PCR yang dapat dioptimasi diantaranya suhu, primer 
design, enzim polimerase DNA, konsentrasi dNTPs dan MgCl2, dan jumlah siklus. 
Di antara kondisi-kondisi tersebut, optimasi suhu annealing sangat penting untuk 
dilakukan. Ketepatan penggunaan suhu annealing berpengaruh terhadap proses 
penempelan primer terhadap DNA template (Grunenwald, 2003). Suhu annealing 
yang terlalu rendah akan menghasilkan DNA dengan spesifisitas  rendah. Apabila 
suhu annealing terlalu tinggi akan membuat primer terdegradasi (Handoyo, 2001). 
 
1.2 Rumusan Masalah 
Dari uraian yang dipaparkan di atas maka dapat dirumuskan masalah yang 
akan diteliti yaitu: 




2. Berapa suhu annealing optimum untuk primer Promotor CaMV 35S, Gen 
EPSPS-CP4 dan NOS Terminator sehingga diperoleh hasil PCR yang sesuai? 
 
1.3 Tujuan 
Tujuan dari penelitian ini sebagai berikut: 
1. Untuk mengetahui ada tidaknya gen transgenik pada produk susu bubuk 
kedelai yang beredar di Kota Malang sehingga dapat digolongkan sebagai 
PRG. 
2. Untuk mengetahui suhu annealing yang optimum untuk primer CaMV 35S 




Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat 
(konsumen) tentang produk yang mengandung hasil rekayasa genetika terutama 
produk pangan berbasis kedelai seperti susu bubuk kedelai. Selain itu, diharapkan 
dari penelitian ini dapat membantu sistem pelabelan PRG di Indonesia secara 
maksimal. Dengan demikian konsumen mengetahui jenis bahan baku produk 
tersebut dan bebas menentukan pilihan terhadap produk pangan yang akan 
dikonsumsinya.   
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2.1 Susu Kedelai 
Berbagai produk olahan kedelai secara tradisional seperti tahu, tempe, 
kecap, tauco, oncom, dan lain-lain telah dikenal di Indonesia. Selain itu kedelai 
juga dapat diolah menjadi minuman yang dikenal dengan nama susu bubuk 
kedelai. Dibuat dengan cara menggoreng kedelai tanpa minyak (sangrai), 
kemudian dihaluskan sampai menjadi bubuk Karena komposisinya hampir sama 
dengan susu sapi sehingga dapat dijadikan alternatif pengganti susu sapi. Susu 
kedelai mempunyai kandungan gizi hampir sama dengan susu sapi terutama 
proteinnya yaitu 3,5–4%(Setioningsih et al., 2004). 
Protein susu kedelai tidak mengandungi laktosa sehingga sangat baik untuk 
pengganti susu sapi bagi penderita lactose intolerance (Koswara, 2006). Penderita 
Lactose Intolerance memiliki keterbatasan enzim laktase dalam saluran 
pencernaannya, sehingga tidak mampu mencerna laktosa dalam susu sapi 
(Sukmana, 2007). Susu kedelai juga dapat dikonsumsi bagi penderita autisme. 
Penderita autisme sebaiknya tidak mengkonsumsi makanan yang mengandung 
kasein (protein susu) dan glutein (protein tepung). Karena selain sulit dicerna, 
makanan yang mengandung kedua jenis protein tersebut dapat menyebabkan 
gangguan fungsi otak. Bagi penderita autisme, susu sapi dapat diganti dengan 
susu kedelai. Karena susu kedelai tidak mengandung kasein (Setioningsih et al., 
2004). Komposisi gizi pada susu kedelai dibandingkan dengan susu sapi dapat 
dilihat pada Tabel 1.  
 
Tabel 1. Komposisi Gizi Susu Kedelai dan Susu Sapi (dalam 100 gram) 








Vitamin A (SI) 
Vitamin B1(mg) 




























Kedudukan  susu  kedelai  di  masa  depan  akan  menjadi  semakin  penting. 
Hal  ini  dimungkinkan  karena  beberapa  keunggulan  yang  dimilikinya,  yaitu  
tidak mengandung  laktosa,  proteinnya  tidak  menimbulkan  alergi,  rendah lemak, 
bebas kolesterol, bergizi tinggi, teknologi pembuatannya relatif mudah, biaya  
produksi  murah,  serta  dapat  diolah  lebih  lanjut  menjadi  es  krim, yoghurt, 
mayonaise, dan lain-lain (Mudjajanto et al., 2005).  
 
2.2 Kedelai  
Kedelai merupakan salah satu jenis kacang-kacangan yang dapat 
digunakan sebagai sumber protein, lemak, vitamin, mineral, dan serat. Lemak 
pada kedelai 85% terdiri dari asam lemak tidak jenuh yaitu asam linoleat, oleat, 
linolenat, arakidonat dan sisanya berupa asam lemak jenuh yaitu palmitat, stearat, 
laurat, dan arakidat. Lecithin, sephalin dan lopositol merupakan fosfolipida biji 
kedelai. Karbohidrat terdiri dari golongan oligosakarida yaitu sukrosa, stakiosa, 
rafinosa dan polisakarida yaitu arabinogalaktan dan selulosa yang sulit dicerna 
oleh tubuh (Cahyadi, 2007). Komposisi kimia kedelai dapat dilihat pada Tabel 2. 
 
























Sumber: Departemen  Kesehatan  RI,  (2004). 
 
Kedelai merupakan komoditas pangan bergizi tinggi dengan harga yang 
terjangkau oleh semua lapisan masyarakat. Beberapa produk pangan yang 
dihasilkan dari kedelai antara lain tempe, tahu, kecap, tauco, susu kedelai, es krim, 
minyak makan, dan tepung kedelai. Nilai prospek konsumsi dan impor kedelai di 
Indonesia dari tahun 2015 diprediksi akan mengalami peningkatan sampai tahun 
2020 dalam bentuk non-linear. Konsumsi kedelai pada tahun 2020 akan diprediksi 
mencapai nilai 3,1 juta ton sedangkan impor kedelai pada tahun 2020 akan 
diprediksi mencapai nilai 3,3 juta ton. Hal ini menunjukkan bahwa prospek impor 
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akan terus membanjiri pasar kedelai di Indonesia (Aimon, 2014). Keadaan ini 
membuat Indonesia menjadi negara pengimpor kedelai terbesar di Asia Tenggara 
(Asworo, 2015). 
Negara produsen utama kedelai terbesar adalah Amerika Serikat dengan 
share ratio sebesar 37%, kemudian diikuti oleh Brazil sebesar 26%, Argentina 
20%, Cina 6%, dan lainnya 11%. Keempat negara ini telah menyumbangkan tidak 
kurang dari 90% produksi kedelai dunia. Sementara Indonesia hanya mampu 
berkontribusi sebesar 0,6%. Padahal Indonesia merupakan negara agraris yang 
memiliki potensi yang besar terhadap hasil pertanian. Industri pengolahan pangan 
berbasis kedelai lebih memilih menggunakan kedelai impor dibanding kedelai lokal 
karena harganya relatif murah, kontinuitasnya terjamin, dan ukuran biji lebih besar 
sehingga mampu meningkatkan rendemen hasil akhir (Asworo, 2015). 
 
2.3 Teknologi Rekayasa Genetik/ Genetically Modified Organism (GMO) 
 
 
Gambar 1. Teknik Rekayasa Genetika (Bakhtiar, 2012) 
 
Teknologi rekayasa genetika atau disebut juga dengan teknologi rekombinan 
DNA (rDNA) merupakan bioteknologi modern yang telah dimulai sejak tahun 1973. 
Teknologi ni menghasilkan produk atau organisme baru yang disebut dengan GM 
(Genetically Modified) atau transgenik. Menurut Kamila et al. (2009), transgenik 
adalah kromosom yang didalamnya telah disisipkan satu atau lebih gen dari 
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organisme yang berbeda baik secara buatan maupun ilmiah. DNA dari suatu 
mikroorganisme tertentu dapat dimodifikasi untuk menghasilkan suatu sifat 
tertentu yang diinginkan, melalui teknik rekayasa genetika. Modifikasi dapat 
dilakukan dengan cara pemotongan helai-helai DNA dari satu organisme dan 
kemudian ditempelkan ke organisme lainnya, teknik gunting tempel ini dilakukan 
dari satu organisme ke organisme lainnya bahkan tidak sekerabat untuk 
menghasilkan organisme baru yang memiliki keunggulan dari organisme sejenis 
sebelumnya (Kamila et al., 2009). Teknik rekayasa genetika dapat dilihat pada 
Gambar 1.  
Menururt Herman (2002), teknologi rekayasa genetika telah memberikan 
banyak manfaat di berbagai ilmu pengetahuan termasuk di bidang pertanian dan 
pangan. Gelombang pertama produksi pertanian yang telah mengalami rekayasa 
genetika adalah jagung, kapas, dan kentang. Contoh beberapa tanaman  
transgenik dapat dilihat pada Tabel 3.  
 
Tabel 3. Contoh Tanaman Transgenik 
Tujuan Rekayasa Genetika Contoh Tanaman 
Menghambat pematangan dan pelunakan 
buah 
Tomat 
Tahan terhadap serangan insektisida Tomat, kentang, jagung 
Tahan terhadap serangan ulat Kapas  
Tahan terhadap serangan insekta dan 
virus 
Kentang 
Tahan terhadap virus Labu, Pepaya  
Tahan terhadap insekta dan herbisida Jagung, padi, kapas, canola 
Tahan terhadap herbisida Kedelai, kapas, jagung, bit gula, canola 
Perbaikan komposisi nilai gizi Kedelai (high oleid acid oil), padi (high 
beta-caroten), canola (high laurate oil) 
 
Teknologi rekayasa genetika dapat menjadi strategi yang canggih dalam 
peningkatan produksi pangan dengan keunggulan-keunggulan sebagai berikut 
(Karmana, 2009) : 
1. Mereduksi kehilangan dan kerusakan pasca panen 
2. Mengurangi resiko gagal panen 
3. Meningkatkan rendemen dan produktifitas 
4. Menghemat pemanfaatan lahan pertanian 
5. Meningkatkan nilai gizi 
6. Mereduksi kebutuhan jumlah pestisida dan pupuk kimia 




2.4 Kedelai Transgenik Roundup-Ready 
Kedelai transgenik merupakan salah satu jenis komoditas pertanian hasil 
rekayasa genetik. Kedelai menjadi tanaman paling dominan mewakili tanaman 
transgenik sebanyak 60%. Kedelai transgenik saat ini telah ditanam lebih dari 75 
juta hektar lahan pertanian di Amerika Serikat (Simon, 2001). Menurut Agostino et 
al. (2002), saat ini bahan pangan transgenik yang paling banyak  berada di 
pasaran adalah kedelai transgenik. Sekitar 90% panen kedelai Amerika berasal 
dari kedelai transgenik.  
Beberapa jenis kedelai transgenik yang ada di pasaran adalah kedelai STS 
(toleran terhadap solfonilurea) yang di kembangkan oleh Dupont, Roundup ready 
oleh Monsanto, dan kedelai Liverti-tolerant (toleran terhadap glufosinat) yang 
dikembangkan oleh Agrevo (Hagedorn, 2000). Jenis kedelai yang banyak 
ditumbuhkan di Amerika Serikat, Brazil dan Argentina merupakan kedelai 
transgenik dengan spesifikasi tahan terhadap herbisida berbahan aktif glyphosate 
(Cummins, 2012).  
Herbisida Roundup mengandung glyphosate yang bekerja dengan cara 
menghambat enzim yang berperan dalam memproduksi asam amino aromatik 
(phenylalanine, tyrosine, dan trytophan) yang penting bagi pertumbuhan tanaman 
sehingga menyebabkan tanaman tersebut mati. Enzim target ini dikenal dengan 
nama 5-enolypyruvyl shikimate-3-phospate shyntetase (EPSPS). Modifikasi 
genetik pada kedelai Roundup Ready melibatkan penyisipan enzim EPSPS yang 
berasal dari spesies bakteri Agrobacterium  tumefaciens strain  CP4,  yang  
memiliki  tanggung jawab  dalam  toleransi  atau  tahan terhadap glyphosate 
sehingga memiliki efek perlindungan bagi tanaman kedelai terhadap herbisida 
Roundup (Hagedorn, 2000). 
Agrobacterium tumefaciens merupakan bakteri patogen yang dapat 
menyebabkan terbentuknya tumor pada tanaman (crown gall tumor) terutama 
golongan dikotil. Agrobacterium  tumefaciens memiliki kemampuan mentransfer 
DNA tertentu pada sel tanaman, karena memiliki plasmid Ti (Tumor inducing), 
dimana DNA yang telah ditransfer tersebut dapat berintegrasi dengan genom 
tanaman (Pardal, 2003). Menurut Phillips et al. (2004) plasmid Ti adalah suatu 
vektor alamiah yang digunakan oleh bakteri Agrobacterium  tumefaciens untuk 
mentransfer DNA ke dalam sel tanaman. Pada sebagian besar plasmid Ti terdapat 
lima kompleks gen yang berperan dalam proses transformasi gen ke dalam sel 
tanaman, yaitu : 
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1. T-DNA (bagian yang ditransfer dan menyatu dengan genom tanaman), 
2. Gen virulen (vir) yang terdiri dari 50 kilo-basa untuk mengatur proses transfer 
T-DNA ke dalam DNA tanaman, 
3. Gen tra/trb yang mengatur perpindahan plasmid Ti antarbakteri,  
4. Bagian yang mengatur sistem replikasi plasmid,  
5. Bagian gen yang menyandikan molekul opin. Molekul opin ini akan dihasilkan 
oleh jaringan tanaman yang terinfeksi bakteri pembawa plasmid Ti. 
Kemampuan inilah yang menjadikan Agrobacterium  tumefaciens sebagai alat 
transfer DNA yang paling sering digunakan dalam bioteknologi untuk 
menghasilkan suatu tanaman transgenik. 
 Pada pertumbuhan normal tanaman kedelai, pembentukan asam amino 
aromatik diawali dengan proses biosintesis senyawa shikimate oleh bantuan 
enzim shikimate kinase untuk membentuk shikimate-3-phospat (S3P). S3P 
dengan bantuan EPSPS dan ikatan PEP (phosphoenol pyruvate) akan 
membentuk 5-enolypyruvyl shikimate-3-phospate. Senyawa ini yang akan 
membentuk chorismic acid untuk menghasilkan prephenic acid dan anthranilic 
acid. Pada tahap akhir proses biosintesis, phrepenic acid akan menghasilkan 
phenylalanine dan tyrosine, sedangkan anthranilic acid akan menghasilkan  
tryptophan. Tiga macam asam amino tersebut sangat berperan penting dalam 
pertumbuhan tanaman kedelai. Pada tanaman yang tidak toleran terhadap 
glyphosate, glyphosate akan mengikat enzim EPSPS pada tanaman dan 
menghambat biosintesis 5-enolypyruvyl shikimate-3-phospate. Asam amino 
aromatik yang tidak dapat dihasilkan akan menghambat pertumbuhan kedelai dan 
tanaman dapat mati (Alibhai et al., 2001). 
Penyisipan enzim EPSPS-CP4 dari bakteri Agrobacterium  tumefaciens 
pada tanaman kedelai akan melindungi ikatan PEP dari glyphosate dan proses 
biosintesis dapat berlangsung. Enzim EPSPS-CP4 secara berkelanjutan berfungsi 
menghambat adanya glyphosate, sehingga produksi asam amino aromatik dan 
metabolisme lain dapat terpenuhi untuk pertumbuhan dan perkembangan normal 
tanaman (Wu et al., 2012). Mekanisme kerja enzim EPSPS-CP4 dalam 





Gambar 2. Mekanisme Kerja Enzim EPSPS-CP4 dalam Menghambat Kerja 
Glyphosate (Steinrücken et al., 1980) 
 
Gen yang diintroduksikan ke dalam kedelai Roundup Ready selain EPSPS-
CP4 antara lain CaMV (Cauliflower Mosaic Virus) 35S Promotor, N-terminal 
chloroplastransit peptide sequence (CTP4) dari hibrida petunia EPSPS gene dan 
Nos Terminator (non-translated region dari napoline syntase gene) (Windels, 
2001). Macam-macam gen yang disisipkan pada plasmid untuk transformasi 
kedelai Roundup Ready dapat dilihat pada Gambar 4. 
Gen Promotor yang diintroduksikan ke dalam tanaman kedelai berperan 
untuk memulai proses transkripsi. Promotor merupakan daerah DNA dimana 
enzim DNA polymerase akan menempel untuk memulai proses transkripsi (Pena, 
2005). Tipe Promotor yang dipilih umumnya adalah Promotor yang memiliki tingkat 
ekspresi gen yang tinggi, selain itu Promotor tersebut juga harus dapat dikenali 
oleh ekspresi gen pada sel tanaman kedelai (Radji, 2011). Promotor yang sering 
digunakan pada rekayasa genetika tanaman adalah CaMV 35S yang berasal dari 
Cauliflower Mosaic Virus. Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) merupakan DNA untai 
ganda virus yang menginfeksi secara luas pada tanaman Crucifers, terutama 
golongan Brassicas seperti kubis dan brokoli (Muladno, 2010).  
Selain gen CaMV 35S yang diintroduksikan kedelai Roundup ready, juga 
terdapat gen NOS-Terminator (non-translated region dari napoline syntase gene) 
(Windels, 2001). Suatu tanaman apabila memiliki gen P35S Promotor dan NOS 
Terminator dapat dipastikan bahwa tanaman tersebut merupakan GMO. Metode 
ini merupakan cara paling efisien untuk menentukan suatu tanaman tergolong 
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GMO atau bukan, karen Promotor dan Terminator ini paling banyak digunakan 
pada tanaman transgenik komersial. Contoh skema diagram penyisipan gen 
Promotor dan Terminator pada tanaman transgenik dapat dilihat pada Gambar 3. 
 
 
Gambar 3. Contoh Skema Diagram Penyisipan Gen pada Tanaman Transgenik 
(Heydreyda, 2010) 
 
2.5 Primer dan Plasmid 
2.5.1 Definisi Primer 
Primer adalah urutan nukleotida untai tunggal yang diperlukan dalam reaksi 
polimerisasi dan mempunyai struktur yang komplemen dengan DNA template. 
Primer memiliki panjang yang berkisar 20-30 basa. Primer berfungsi untuk 
mengawali proses replikasi DNA target (template). Satu pasang primer yang 
digunakan dalam PCR terdiri dua primer, yaitu primer forward dan primer reverse. 
Primer forward memiliki urutan sekuen oligonukleotida yang identik pada rantai 
DNA tertentu pada cetakan ujung 5’-fosfat, sedangkan primer reverse identik 
dengan cetakan ujung 3’-OH (Tribowo, 2010). Pemilihan primer yang tidak sesuai 
dapat menyebabkan reaksi polimerisasi antara gen target tidak terjadi. Syarat 
primer antara lain: panjang primer yang digunakan memiliki 18-30 nukleotida, suhu 
annealing 50-70oC, desain primer mengandung 40-60% G-C, desain primer 
memiliki ujung G atau C pada ujung 3’, tidak terjadi hairpins, primer dimer, dan self 
complementary (Kusuma, 2010). Contoh primer yang digunakan pada PCR untuk 
mendeteksi keberadaan gen 35S Promotor, NOS-Terminator, EPSPS-CP4 pada 







Tabel 4. Primer yang Digunakan untuk Mendeteksi Gen Transgenik  
Jenis Primer Urutan DNA 
Panjang 
DNA 




HA nos1 18-F (forward) 






















Sumber : Tung et al. (2008), Sorina et al. (2006), dan Meric et al. (2014) 
 
2.5.2 Pengertian Plasmid sebagai Vektor 
Vektor merupakan molekul DNA yang membawa suatu DNA asing kedalam 
sel inang, dengan harapan sifat yang ada pada DNA asing tersebut dapat 
terekspresi dalam sel inang. Salah satu vektor yang bisa digunakan untuk 
membawa molekul DNA asing masuk dalam sel inang adalah plasmid (Bengkulen, 
2014). Plasmid adalah molekul DNA berantai rangkap dan berbentuk cincin. 
Plasmid ditemukan didalam sel bakteri dan dapat berbiak secara bebas, lepas dari 
kromosom induk. Dalam rekayasa genetika, plasmid berperan sebagai vektor 
(kendaraan) untuk mentransfer dan memperbanyak gen asing. Keuntungan 
penggunaan plasmid adalah dapat di pindahkan dari satu sel ke sel yang lain, 
misalnya melalui cara transformasi (Kosasih, 2011). Ciri-ciri plasmid antara lain 
berukuran kecil dan hanya mengandung beberapa gen, membawa informasi 
genetik, terlepas dari DNA kromosom atau kadang-kadang dapat berintegrasi 
dengan DNA kromosom, dan dapat diisolasi dengan mudah dari sel bakteri. Ciri 
lain plasmid adalah mempunyai situs untuk memulai replikasi yang disebut Origin 
of Replication (ORI) (Nicholl, 2008).  
Plasmid yang dapat digunakan untuk transformasi Kedelai Roundup Ready 
adalah Plasmid PV-GMGT04. Dari penelitian karakterisasi molekuler yang pernah 
dilakukan, menunjukan bahwa Kacang Kedelai event 40-3-2 (Roundup Ready) 
terdapat insersi single DNA dari Plasmid PV-GMGT04. Pada insersi ini 
mengandung sebagian koding dari Promotor E35S, peptide transit kloroplas, 
sekuens koding EPSPS-CP4, dan elemen Terminator transkripsi NOS 3’ (Kolacz 
et al., 1994). Plasmid PV-GMGT04 dikonstruksi sebagai vektor DNA dalam 
metode transformasi langsung dan menggunakan Agrobacterium tumefaciens 
(BKKHI, 2010). Plasmid PV-GMGT04 berisi tiga kaset transformasi didorong oleh 
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Promotor tanaman: dua EPSPS-CP4 gen dan gen penyandi ß-glucuronidase 
(GUS) dari E. Coli (BCH, 2006).  
 
 
Gambar 4. Plasmid PV-GMGT04 yang Berperan untuk Transformasi Kedelai Roundup 
Ready (Steinrücken et al., 1980). 
 
2.5.3 Primer CaMV 35S Promotor 
Plasmid PV-GMGT04 mengandung Promotor CaMV 35S yang berasal dari 
Cauliflower Mosaic Virus. Promotor ini berhubungan dengan urutan yang 
terpoliadenilasi pada T-DNA plasmid. Promotor bertanggung jawab untuk 
transkripsi bagian lain dari genom CaMV. Hal ini memungkinkan pembuatan klon 
langsung ke dalam T-DNA plasmid. Tersedianya Promotor aktif yang kuat sangat 
diperlukan untuk ekspresi suatu gen pada tanaman baik monokotil maupun dikotil 
(Chawla., 2003).  
CaMV memiliki dua macam Promotor, yaitu 35S dan 19S. Menurut Muladno 
(2010), Promotor yang paling banyak digunakan pada tanaman transgenik adalah 
35S karena memiliki tingkat ekspresi gen yang lebih tinggi daripada 19S. 
Kelebihan lain dari Promotor CaMV 35S adalah aktivitasnya tidak dipengaruhi oleh 
tipe jaringan, kondisi lingkungan maupun mekanisme regulasi tanaman itu sendiri. 
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Promotor 35S adalah Promotor konstitutif yang sangat kuat menyebabkan tingkat 
ekspresi gen pada tanaman dikotil tinggi tetapi kurang efektif dalam monokotil 
(terutama dalam sereal). Hal ini diduga disebabkan oleh perbedaan dalam kualitas 
dan kuantitas faktor regulasi (Bengkulen, 2014). 
 
2.5.4 Primer Gen EPSPS-CP4 
Selain itu Promotor CaMV 35S, plasmid PV-GMGT04 juga mempunyai gen 
EPSPS-CP4. Kedelai Roundup Ready yang toleran terhadap herbisida dihasilkan 
dari insersi gen kaset ekspresi pengkode EPSPs yang diisolasi dari bakteri 
Agrobacterium sp. strain (EPSPS-CP4) (ACNFP, 2002). Gen ini merupakan urutan 
coding untuk menghasilkan enzim 5-enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate synthase 
(EPSPS). EPSPS merupakan enzim yang berperan penting dalam sintesis 
shikimate untuk biosintesis asam amino pada tanaman. Urutan coding gen 
EPSPS-CP4 yang mengkode protein asam amino 455 dihentikan oleh tandem 
stop kodon, dan menghasilkan sintesis panjang protein ~46kDa EPSPS-CP4 
fungsional pada Kedelai Roundup Ready (BCH, 2006).  
 
2.5.5 Primer NOS Terminator 
Selain gen CaMV 35S yang diintroduksikan kedelai Roundup ready, juga 
terdapat gen NOS-Terminator (non-translated region dari napoline syntase gene) 
(Windels, 2001). Gen NOS-Terminator biasanya ditemukan dalam bakteri spesies 
Agrobacterium  tumefaciens untuk proses terminasi transkripsi Nopaline synthase 
(NOS) gene (Wu et al., 2012). NOS merupakan metabolisme alami dari bakteri 
yang akan menghasilkan senyawa Nopaline, di mana Agrobacterium timefaciens 
menggunakannya sebagai sumber nutrisi (Kim et al., 1997). Gen Terminator yang 
diintroduksikan ke dalam tanaman kedelai berperan untuk mengakhiri proses 
transkripsi. Terminator adalah sekuens DNA yang berada diujung transcript yang 
menyebabkan DNA polymerase menghentikan proses transkripsi (Pena, 2005). 
Menurut Winarno (2007), penyisipan gen NOS-Terminator pada tanaman kedelai 
juga berfungsi untuk mencegah perkecambahan biji kedelai hasil panen sehingga 








2.6 Deoxyribonuleic Acid (DNA) 
2.6.1 Struktur dan Sifat Kimia DNA 
DNA adalah polimer dari nukleotida-nukleotida asam nukleat yang tersusun 
secara sistematis dan merupakan pembawa informasi genetik dan berbentuk 
double helix (Yuwono, 2006). Setiap nukleotida tersusun oleh tiga komponen, yaitu 
molekul gula pentosa (deoxyribose), gugus phospat, dan basa nitrogen (Muladno, 
2010). Nukleotida-nukleotida dalam DNA dihubungkan satu dengan lainnya oleh 
ikatan fosfodiester. Ikatan fosfodiester terjadi di antara karbon katoda dari gula 
pentosa dengan gugus fosfat dan satu basa nitrogen. Basa nitrogen yang 
menyusun nukleotida dikelompokkan menjadi 2, yaitu: 
1. Purin, yaitu basa nitrogen yang strukturnya berupa dua cincin. Termasuk di 
antaranya adalah adenin dan guanin. 
2. Pirimidin, yaitu basa nitrogen dengan struktur berupa satu cincin. Sitosin dan 
timin termasuk kelompok pirimidin (Yuwono, 2006). 
Untuk membentuk rangkaian molekul DNA heliks ganda, basa nitrogen dari 
setiap nukleotida akan berpasangan satu dengan lain melalui ikatan hidrogen. 
Pengikatan basa nitrogen dari masing-masing nukleotida sangat spesifik. Ikatan 
basa nitrogen dari masing-masing nukleotida selalu berpasangan spesifik. Basa 
adenin(A) akan selalu berpasangan dengan basa timin(T), sedangkan basa 
guanin(G) akan selalu berpasangan dengan basa sitosin(C). Pasangan basa A 
dan T membentuk dua ikatan hidrogen, sedangkan pasangan basa G dan C 
membentuk tiga ikatan hidrogen sehingga lebih kuat dan stabil (Muladno, 2010). 
Struktur double helix DNA dapat dilihat pada Gambar 5. 
Untaian ganda molekul DNA dapat dipisahkan dengan dua cara yaitu 
dengan perlakuan suhu tinggi dan perlakuan senyawa alkali. Denaturasi dengan 
suhu terjadi pada suhu 90oC dimana DNA menjadi untaian tunggal. DNA juga 
dapat terdenaturasi pada kondisi alkali (pH mencapai 12-12,5). DNA juga dapat 
mengalami renaturasi yaitu untaian tunggal menjadi untaian ganda kembali 
dengan adanya ikatan hidrogen. Suhu renaturasi sekitar 60oC, sedangkan pH 





Gambar 5. Struktur double helix DNA (Gaffar, 2007) 
 
2.6.2 Isolasi DNA 
Langkah awal yang sangat menentukan dalam keberhasilan penelitian 
molekuler yang berbasis DNA adalah kualitas DNA yang diperoleh dari tahap 
isolasi. Tahap ekstraksi DNA mencakup penghancuran jaringan, penghilangan 
protein dan RNA, serta presipitasi (pengendapan) DNA (Muladno, 2010). Prinsip 
dasar isolasi DNA adalah memisahkan DNA dari komponen-komponen sel lain 
(Chawla, 2003). 
Ekstraksi DNA dapat dilakukan dengan metode konvensional. Metode 
ekstraksi DNA dari produk olahan kedelai dapat dilakukan menggunakan metode 
CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide) dengan modifikasi penambahan β-
mercaptoetanol 0,2% (Rahmawati, 2011). CTAB merupakan detergen yang 
berguna untuk melisiskan membran sel dan membran fosfolipid bilayer. Salah satu 
keunggulan dari metode ini adalah dapat digunakan untuk berbagai jaringan 
tanaman, seperti daun, akar, embrio, endosperma dan pollen (Cahwla, 2003). 
Keberadaan polisakarida dan senyawa metabolit sekunder dalam sel tanaman 
sering menyulitkan ekstraksi DNA dan merusak kualitas DNA, penambahan 
senyawa pereduksi seperti β-mercaptoetanol dapat mencegah oksidasi senyawa 
fenolik sehingga menghambat aktifitas radikal bebas yang dihasilkan oleh oksidasi 
fenol terhadap asam nukleat (Wilkins, 1996). Isolasi menggunakan metode CTAB 
juga dapat digunakan untuk mengekstraksi DNA dari produk olahan kedelai dan 
produk olahan daging. Berdasarkan penelitian Stefanova et al. (2013), metode 
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CTAB merupakan metode yang menghasilkan DNA isolat terbaik dibandingkan 
tiga extraction kit komersial yang digunakan. 
Pada ekstraksi DNA menggunakan CTAB, membran sel dilisis dengan 
penambahan buffer yang menandung satu atau lebih deterjen, yaitu menggunakan 
CTAB dan EDTA (etilendiamin tetraasetat). EDTA berfungsi sebagai perusak sel 
dengan mengikat ion mangnesium. Ion magnesium berfungsi mempertahankan 
intergritas sel. Selain itu, magnesium merupakan kofaktor dari DNAse dimana 
akan mengaktifkan enzim yang akan mendegradasi DNA. Pengikatan ion 
magnesium ini akan inaktivasi enzim DNAse (Sudjadi, 2008). CTAB memiliki 
fungsi yang sama seperti SDS (sodium dodesil sulfat), yaitu berfungsi sebagai 
pelarut lipid dari membran sel. Setelah itu dilakukan penghilangan protein dengan 
penambahan proteinase-k dan larutan fenol dan kloroform. Proteinase-k 
merupakan enzim untuk memotong atau memutus ikatan peptida dari protein-
protein sel. Laruten fenol akan mengikat protein dan sebagian kecil RNA (Jusuf, 
2001). Larutan kloroform digunakan untuk membersihkan protein dan polisakarida 
dari larutan (Sudjadi, 2008). Untuk penghilangan RNA dapat menggunakan enzim 
RNAse. Penghilangan protein dan RNA ini akan membuat DNA terisolasi dan 
memiliki kemurnian tinggi (Muladno, 2010). DNA dipresipitasi dengan 
menggunakan etanol atau isopropanol (Alberts, 2002) dan dapat dilarutkan lagi 
dengan akuades steril (Gaffar, 2007).  
Selain metode konvensional, isolasi DNA dapat juga dilakukan 
menggunakan metode Kit Isolasi DNA yang bekerja secara singkat dan efisien 
salah satunya adalah NucleoSpin Plant dengan merk Macherey Nagel. Instrumen 
ini dilengkapi dengan catridge berisi buffer lysis, precipitaition buffer, binding 
buffer, wash buffer, elution buffer, RNAse. Cara kerja purifikasi DNA terdiri dari 4 
tahapan yaitu poses pemecahan sel (lysis), pengikatan DNA (binding), pencucian 
(washing), dan elusi (elution) (Nagel, 2014). 
Isolasi DNA bertujuan untuk mendapatkan tingkat kemurnian yang tinggi. 
Kemurnian DNA dapat diukur dengan spektofotometer dan membandingkan dua 
panjang gelombang yaitu 260 nm untuk mengetahui kandungan DNA atau RNA 
dan 280 nm untuk mengetahui kandungan protein. Range yang menyatakan 
kemurninan DNA yaitu 1,8-2,0. Jika kurang dari 1,8 maka isolat DNA masih 
terdapat kontaminan berupa protein. Jika lebih dari 2,0 menunjukkan bahwa isolat 
DNA mengandung kontaminasi RNA dan dapat dihilangkan dengan penambahan 




2.7 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Deteksi pangan hasil rekayasa genetika atau GMO dapat dilakukan dengan 
menggunakan pendekatan deteksi keberadaan gen sisipan itu sendiri. Cara ini 
dilakukan dengan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction). Teknik ini merupakan 
metode yang resmi dilakukan oleh negara-negara Eropa untuk membuktikan 
pangan hasil rekayasa genetika secara kualitiatif (Bradner, 2002). PCR 
merupakan metode perbanyakan DNA secara eksponensial dimana dapat 
meningkatkan DNA sebanyak 106-107 kali lebih banyak (Ngurah et al., 2012). 
Reaksi Polimerase Berantai atau dikenal sebagai Polymerase Chain 
Reaction (PCR), merupakan suatu proses sintesis enzimatik untuk 
mengamplifikasi nukelotida secara in vitro. Setiap urutan basa nukleotida yang 
diamplifikasi akan menjadi dua kali jumlahnya. Kunci utama pengembangan PCR 
adalah menemukan bagaimana cara amplifikasi hanya pada urutan DNA target 
dan meminimalkan amplifikasi urutan non-target (Fatchiyah, 2006). Komponen-
komponen yang dibutuhkan untuk PCR diantaranya adalah DNA template, enzim 
taq polymerase, dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dan dTTP), MgCl2+, larutan 
penyangga PCR dan sepasang primer forward dan reverse (Clark et al., 2005).  
 
2.7.1 Tahapan PCR 
Teknik PCR menggunakan prinsip adanya sifat komplementasi DNA dengan 
pasangannya melalui tiga tahapan yaitu denaturasi (pemisahan rantai), annealing 
(penempelan primer), dan ekstensi (pemanjangan rantai yang terbentuk oleh DNA 
polymerase) (Hardi, 2009). Tahapan PCR dengan penjelasan lebih lanjut sebagai 
berikut : 
1. Tahapan Denaturasi DNA template (92o-97oC) 
Denaturasi merupakan proses pemisahan untaian ganda DNA (dsDNA) menjadi 
dua untaian tunggal DNA (ssDNA) yang menjadi cetakan (template). Template 
digunakan sebagai tempat penempelan primer dan tempat DNA polymerase 
bekerja. Denaturasi dilakukan dengan pemanasan singkat pada suhu 92o-97oC 
selama 5 menit (Sulistyaningsih, 2007). 
2. Tahapan Annealing (penempelan) Primer (50o-75oC) 
Proses penempelan primer (annealing) merupakan tahap penggabungan primer 
oligonukleotida dengan DNA template pada sekuen DNA target. Pada tahap ini, 
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primer oligonukleotida melekat pada masing-masing utas tunggal DNA dengan 
arah yang berlawanan, satu primer melekat pada ujung utas DNA sense, 
sedangkan primer yang lain melekat pada ujung utas DNA antisense. Proses ini 
dilakukan pada suhu 50o-75oC selama 1-2 menit (Fatchiyah, 2011). Penentuan 
suhu annealing berbeda-beda tergantung pada design primer yang digunakan. 
Setiap primer memiliki melting temperature (Tm) oligonukleotida yang berbeda. 
Suhu penempelan primer yang digunakan sekitar 3o-5oC di bawah Tm tersebut. 
Menurut Terpe (2005), Tm dapat diperoleh melalui perhitungan dengan rumus: 
 
Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+] + 0,41 x (% G+ C) – (675/n) 
Keterangan: 
n : jumlah oligonukleotida 
 
3. Tahapan Extention Rantai DNA (72oC) 
Tahap selanjutnya adalah polimerisasi rantai DNA dengan bantuan enzim DNA 
polymerase, suhu optimum proses polimerisasi bila menggunakan Taq DNA 
polymerase adalah 72oC. Pada tahap ini enzim Taq DNA polymerase mengkatalis 
reaksi penambahan mononukleotida pada primer yang sesuai dengan utas DNA 
komplemen yang berada di sebelahnya. Suhu pada setiap tahap diatur sedemikian 
rupa sehingga dihasilkan amplifikasi target DNA yang efisien. Tahapan dalam PCR 
dapat dilihat pada Gambar 6. 
Tahapan dalam PCR yang paling menentukan adalah penempelan primer 
(annealing). Sepasang primer oligonukleotida yang akan dipolimerasi masing-
masing harus menempel pada sekuens target, tepatnya pada kedua ujung 
fragmen yang akan diamplifikasi. Untuk itu urutan basanya harus komplementer 
atau setidaknya memiliki homologi cukup tinggi dengan urutan basa kedua daerah 
ujung fragmen yang akan diamplifikasi. Produk PCR dapat divisualisasikan 
dengan elektroforesis gel agarosa dan ukurannya dapat diestimasi dengan 





Gambar 6. Tahapan Proses PCR (Clark et al., 2005) 
 
2.7.2 Komponen-Komponen PCR 
1. Template DNA 
DNA template yaitu fragmen DNA yang akan diamplifikasi. Fragmen DNA yang 
digunakan sebaiknya berkisar 105-106 molekul (Jusuf, 2001). Fungsi DNA 
template adalah sebgai cetakan untuk pembentukan molekul DNA baru yang 
sama (Handoyo, 2001).  
2. Primer Oligonukleotida 
Primer merupakan sukuen oligonukleotida pendek (18-28 basa nukleotida) yang 
digunakan untuk mengawali sisntesis rantai DNA (Jusuf, 2001). Suatu primer 
harus mampu mengenai urutan yang akan diamplifikasi. Untuk ukuran standar 
amplifikasi sepasang primer akan mempunyai kisaran pasangan basa sekitar 20 
basa pada tiap primernya. Kandungan GC harus antara 45-60%. Pada 
penyusunan sepasang primer, perlu diperhatikan urutan primer tidak saling 
komplementer sehingga membentuk dimer-primers. Dimer-primers ini akan 
berikatan satu sama lain, atau membentuk hairpins dalam satu untai primer (White 
et al., 2001).  
3. dNTPs (Deoxirybonucleotide tryphosphate) 
dNTPs terdiri dari dATP, dCTP, dGTP, dTTP yang berfungsi untuk mengikat ion 
Mg2+ sehingga dapat mengubah konsentrasi efektif ion. Hal ini diperlukan dalam 
reaksi polimerasi (jusuf, 2001). Dalam proses PCR, dNTPs bertindak sebagai 
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building block DNA yang diperlukan dalam proses ekstensi DNA. dNTPs akan 
menempel pada gugus –OH pada ujung ‘3 dari primer membentuk untai baru yang 
komplementer dengan untai DNA template (Handoyo, 2001). Konsentrasi yang 
umum digunakan untuk setiap dNTP adalah 200 uM (White et al., 2001). 
4. Buffer PCR dan MgCl2 
Reaksi PCR hanya akan berlangsung pada kondisi pH tertentu. Oleh karena itu 
untuk melakukan proses PCR diperlukan buffer PCR. Fungsi buffer adalah untuk 
menjamin pH medium. Selain buffer PCR juga diperlukan adanya ion Mg2+, ion 
tersebut berasal dari MgCl2. MgCl2 bertindak sebagai kofaktor untuk menstimulasi 
aktivitas DNA polymerase. Keberadaan MgCl2 akan meningkatkan interaksi 
primer dengan template (Handoyo, 2001). 
5. Enzim DNA Polymerase 
Enzim DNA polymerase berfungsi sebagai katalisis untuk reaksi polimerisasi 
DNA, pada preses PCR, enzim ini diperlukan pada tahap ekstensi (Handoyo, 
2001). Beberapa jenis enzim DNA polymerase yang ada diantaranya: E.coli DNA 
polymerase I, Klenow fragment DNA polymerase, T4 DNA polymerase, T7 DNA 
polymerase dan Taq DNA polymerase. Macam enzim DNA polymerase ini 
memiliki keunggulan yang berbeda-beda sehingga dalam pengaplikasiannya juga 
berbeda berdasarkan kebutuhan. Pada umumnya enzim DNA polymerase yang 
digunakan dalam PCR adalah Taq DNA polymerase. Taq DNA polymerase 
diisolasi dari mikroba Thermus aquaticus yang tolerasi terhadap suhu tinggi 
mencapai 95oC. Oleh sebab itu, Taq DNA polymerase digunakan dalam proses 
PCR dimana pada tahap denaturasi membutuhkan suhu mencapai 94oC (Nicholl, 
2008).  
 
2.7.3 Optimasi PCR 
Untuk mendapatkan hasil PCR yang optimal, perlu dilakukan optimasi 
kondisi PCR. Optimasi proses PCR dilakukan dengan memvariasikan kondisi yang 
digunakan pada proses PCR (Asyari, 2005).  Berkaitan dengan faktor-faktor yang 
mempengaruhi keberhasilan PCR, kondisi PCR yang dapat dioptimasi yaitu: 
1. Suhu 
Suhu merupakan satu faktor yang menentukan keberhasilan suatu PCR. Dalam 
hal ini, suhu berkaitan dengan proses denaturasi, annealing, dan ekstensi primer. 
Suhu denaturasi DNA template berkisar antara 93-95oC. Kisaran suhu denaturasi 
tergantung pada panjang DNA template dan panjang fragmen DNA target. Suhu 
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denaturasi yang terlalu tinggi akan menurunkan aktivitas DNA polymerase. Hal ini 
akan berdampak pada efisiensi PCR, dapat merusak DNA template. Penggunaan 
suhu yang terlalu rendah dapat menyebabkan proses denaturasi DNA template 
tidak sempurna. Pada umumnya suhu denaturasi yang digunakan adalah 94oC. 
Secara umum suhu annealing yang digunakan berkisar antara 37-60oC. 
Pemilihan suhu annealing berkaitan dengan Tm primer. Suhu annealing dapat 
dihitung berdasarkan (Tm-5)oC sampai dengan (Tm+5)oC. Dalam menentukan 
suhu annealing yang digunakan perlu diperhatikan adanya mispriming pada 
daerah target. 
Untuk proses ekstensi primer, selalu dilakukan pada suhu 72oC karena suhu 
tersebut merupakan suhu optimum polimerase DNA yang biasa digunakan untuk 
proses PCR. 
2. Primer Design 
Untuk hasil yang optimal, terdapat beberapa syarat desain primer antara lain: 
panjang primer yang digunakan memiliki 18-30 nukleotida, memiliki suhu 
annealing 50-70oC, primer mengandung 40-60% G-C, memiliki ujung G atau C 
pada ujung ‘3, tidak terjadi hairpins, primer-dimer dan self complementary. 
Penggunaan desain primer yang sesuai syarat akan membuat proses annealing 
berjalan optimal dan mempengaruhi keberhasilan PCR (Kusuma, 2010).  
3. Enzim Polimerase DNA 
Enzim DNA polymerase ini bekerja pada proses PCR yang terjadi pada tahap 
ekstensi. Kemampuan enzim untuk mengkatalisis reaksi polimerisasi DNA untuk 
DNA rantai panjang berbeda dengan DNA rantai pendek. Untuk panjang fragmen 
DNA lebih besar dari tiga kilobasa akan memerlukan jenis enzim polimerase 
dengan aktivitas tinggi (Handoyo, 2001).  
4. Konsentrasi (dNTPs, polimerase DNA, MgCl2) 
Konsentrasi optimal dNTPs ditentukan oleh panjang target DNA yang 
diamplifikasi. Untuk panjang target DNA kurang dari satu kilobasa digunakan 
konsentrasi sebanyak 100 uM, sedangkan untuk panjang target DNA lebih dari 
satu kilobasa diperlukan konsentrasi dNTPs sebanyak 2000 uM (Handoyo, 2001). 
Umumnya konsentrasi optimal MgCl2 berkisar antara 1,0-1,5 mM. Konsentrasi 
yang terlalu rendah akan menurunkan perolehan PCR. Sedangkan konsentrasi 
yang terlalu tinggi akan menyebabkan akumulasi produk non-target yang 




5. Buffer PCR  
Buffer PCR yang digunakan berkairan dengan pH dan kapasitas buffernya. 
Penggunaan jenis buffer ini tergantung pada DNA tagert yang akan diamplfikasi. 
Untuk panjang DNA target antara 0-5 kilobasa biasanya diperlukan low-salt buffer 
(pH 8,75 dan kapasitas buffer rendah). Untuk panjang DNA target lebih besar dari 
5 kilobasa digunakan high-salt buffer (pH 9,2 dan kapasitas buffer tinggi) 
(Handoyo, 2001) 
6. Jumlah Siklus 
Jumlah siklus yang digunakan berpengaruh dengan half life dari Taq DNA 
polymerase. Pada umumnya jumlah siklus yang digunakan berkisar 25-40 siklus. 
Untuk Taq DNA polymerase biasanya digunakan 30 siklus (White et al., 2001).  
7. Waktu 
Pemilihan waktu yang digunakan berkaitan dengan proses denaturasi DNA 
template, annealing, dan ekstensi primer. Untuk tahap denaturasi umumnya 
dilakukan selama 30-90 detik. Waktu denatuurasi yang terlalu lama akan merusak 
template DNA dan sekaligus menurunkan aktivitas DNA polymerase. Sedangkan 
waktu denaturasi yang terlalu pendek akan menyebabkan proses denaturasi tidak 
sempurna. 
Penentuan waktu untuk proses annealing berkaitan dengan panjang primer. 
Untuk panjang primer 18-22 basa cukup dengan 30 detik, sedangkan untuk 
panjang primer lebih dari 22 basa diperlukan waktu 60 detik. 
Pemilihan waktu ekstensi primer tergantung pada panjang fragmen DNA yang 
akan diamplifikasi. Secara umum untuk mengamplifikasi setiap satu kilo basa 
DNA diperlukan waktu 20-60 detik (Handoyo, 2001). 
 
2.8 Keamanan Pangan Produk Rekayasa Genetika (PRG) 
Keamanan makanan merupakan jaminan bahwa makanan tidak akan 
menyebabkan bahaya pada tubuh jika dikonsumsi sesuai dengan pemakaian yang 
dianjurkan. Masalah keamanan pangan menjadi isu besar dan merupakan salah 
satu pusat perhatian dan kepedulian konsumen di seluruh dunia, termasuk 
keamanan pangan hasil rekayasa genetika (GMO). Meskipun banyak ahli 
mendukung pemanfaatan teknologi rekayasa genetika namun tidak sedikit pula 
yang menentangnya. Alasan menentang penggunaan teknologi rekayasa genetika 
ini didasarkan pada pemikiran bahwa teknologi ini tergolong baru dan dampaknya 
belum diketahui baik untuk jangka pendek maupun jangka panjang. 
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Di Indonesia sendiri keamanan pangan dan keamanan hayati suatu produk 
pertanian hasil rekayasa genetik (seperti tanaman transgenik) diatur dalam 
keputusan bersama Menteri Pertanian, Menteri Kehutanan dan Perkebunan, 
Menteri Kesehatan, dan Menteri Negara Pangan dan Hortikultura No. 998.1/Kpts/ 
OT.210/9/99;790.a/Kptrs-IX/1999;1145A/MENKES/SKB/IX/199;015A/NmenegPH 
OR/09/1999. Keputusan ini bertujuan agar pemanfaatan GMO tidak merugikan, 
mengganggu, dan membahayakan kesehatan manusia, kenanekaragaman hayati, 
serta lingkungan (Winarno, 2007). 
Menurut Winarno (2007) terdapat kekhawatiran dan fakta yang mendukung 
bahwa tanaman transgenik merupakan produk yang aman, yaitu: 
1. Kemungkinan menimbulkan keracunan 
Kekhawatiran menimbulkan keracunan akibat mengkonsumsi tanaman 
transgenik yang mengandung Bt-endoksin didasari oleh sifat racun dari gen Bt 
terhadap serangga karena serangga yang memakan tanaman transgenik tersebut 
akan mati keracunan. Pendapat ini tidak benar karena gen Bt hanya akan bekerja 
secara aktif dan bersifat racun apabila bertemu sinyal penerima (reseptor) di dalam 
usus serangga dari golongan yang seusai dengan virulensinya (Widodo, 2008). 
Gen cryI hanya berpengaruh untuk serangga golongan Lepidoptera, 
sedangkan cryIII hanya untuk Coleoptera. Usus serangga mempunyai pH basa, 
sedangkan usus manusia mempunyai pH asam dan tidak memiliki sinyal penerima 
Bt. Gen Bt bersifat tidak stabil dan tidak aktif pada pH lebih kecil dari 5. Selain itu 
Bt-toksin juga digunakan sebagai pestisida hayati yang aman, baik terhadap 
hewan, serangga berguna, maupun manusia. Oleh karena itu tanaman transgenik 
yang mengandung gen cry tidak beracun terhadap manusia. 
2. Kemungkinan menimbulkan alergi 
Kekhawatiran lain dari tanaman hasil rekayasa genetika adalah sebagai 
penyebab alergi. Menurut penelitian Padgette dalam Pusztai (2001), ditemukan 
pada glyphosate-resistant Soybeans (GTS) (juga dikenal dengan kedelai Roundup 
Ready), kandungan trypsin inhibitor (alergen) meningkat secara signifikan.  
Semua alergen adalah protein tetapi tidak semua protein adalah alergen. 
Bahan pangan mengandung puluhan ribu protein tetapi sedikit sekali yang bersifat 
alergen. Semua protein alergen bersifat stabil dan memerlukan waktu yang lama 
untuk dicerna di dalam sistem pencernaan. Sifat tersebut sangat berbeda dengan 
protein tanaman dimana gen donor sebagai bahan gen transgenik dalam waktu 
beberapa detik sesudah dicerna selain itu gen donor tidak stabil dan tidak aktif 
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pada suhu lebih besar dari 65oC dan pH 5 sehingga tidak berfungsi lagi jika 
dilakukan pemanasan pada proses pemasakan. Sedangkan protein alergen stabil 
dan aktif pada kondisi tersebut (Karmana, 2009).  
Secara ilmiah hal ini membuktikan bahwa gen donor tidak menimbulkan efek 
alergi. Selain itu dari penelitian Maria (2003), menyatakan bahwa tempe kedelai 
transgenik dapat meningkatkan total IgE dalam serum tetapi tidak sampai 
menimbulkan reaksi alergi jika dikonsumsi pada konsentrasi tinggi dan dalam 
jangka waktu lama. 
3. Kemungkinan menyebabkan bakteri dalam tubuh manusia tahan antibiotik 
Ada kekhawatiran lain bahwa penggunaan penanda tahan antibiotik (seperti 
resisten kanamisin) dalam tanaman transgenik menyebabkan bakteri didalam 
tubuh menjadi resisten terhadap antibiotik. Kemungkinan bakteri dalam tubuh 
menjadi resisten terhadap antibiotik sangat kecil karena gen transgenik akan 
terintegrasi ke dalam genom tanaman. Sedangkan tanaman tidak mempunyai 
suatu mekanisme untuk mentransfer gen yang sudah terintegrasi tersebut ke 
bakteri. 
4. Kemungkinan menyebabkan gangguan kesehatan  
Kekhawatiran lain yang mungkin terjadi yang perlu diperhatikan ialah 
kemungkinan dapat menganggu kesehatan manusia. Penelitian dari Seralini et al. 
(2014) mengenai uji toksisitas jagung transgenik tahan herbisida RoundUp secara 
in vivo, menemukan bahwa terjadi kerusakan ginjal pada tikus dengan pemberian 
makan jagung transgenik selama 90 hari dan evaluasi selama 2 tahun. Namun, 
dari penelitian yang dilakukan Suwarno et al. (2014) yang mengevaluasi 
keamanan tempe dari kedelai transgenik dengan uji subkronis secara in vivo, tidak 
ditemukan perbedaan signifikan terhadap perlakuan konsumsi tempe dari kedelai 
trasngenik dengan tempe dari kedelai non-transgenik. Kebenaran dari 
kekhawatiran ini masih belum dapat dipastikan kebenarannya. Perlu diperhatikan 
sebelum dilakukan uji secara in vivo, kesehatan tikus sebelum diberi perlakuan 
harus sehat, tanpa ada potensi kanker atau sakit sebelumnya sehingga akan 
didapatkan hasil uji yang valid sesuai dengan PP Nomor 7 tahun 2014 mengenai 
Pengawas Obat dan Makanan. Karena kesehatan tikus sebelum perlakuan sangat 
mempengaruhi hasil akhir dari uji tersebut.  
5. Timbulnya efek yang belum diketahui akibat modifikasi gen 
Para ahli kesehatan Eropa banyak mempertentangkan kemungkinan 
dampak negatif yang terjadi akibat introduksi DNA asing pada rantai makanan. 
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Penyisipan gen berbahaya bagi kesehatan manusia dan hewan seperti gen lecithin 
sangat dilarang karena dapat menimbulkan dampak negatif (Karmana, 2009). 
 
2.9 Labelisasi Produk Pangan Rekayasa Genetika (PRG) 
Pelabelan GMO masih menjadi perdebatan di antara negara-negara di 
dunia. Di AS tidak membedakan labelling untuk produk hasil rekayasa genetika 
dan produk pertanian tradisional. Labelling didasarkan pada perbedaan nilai gizi 
dan ada atau tidaknya alergen. Sedangkan di negara-negara lain seperti Eropa 
dan Australia menetapkan ambang batas penggunaan produk hasil rekayasa 
genetika. Peraturan negara lain mengenai ambang batas GMO dapat dilihat pada 
Tabel 5. 
 
Tabel 5. Peraturan Negara Lain Tentang GMO 
Negara Batas maks GMO Jenis Produk 
Uni Eropa 1% Refined food additive, flavour 
Jepang 5% Tahu, susu kedelai, olahan 
kedelai, snack 
Korea Selatan 3% Tauge, pakan, biji 
Taiwan 5% Tahu, susu kedelai, olahan 
kedelai, snack 
Rusia 5% - 
Australia dan Selandia Baru 1% Refined food additive, flavour 
Sumber : Winarno (2007) 
 
Mengenai PRG di Indonesia sendiri diatur dalam UU Nomor 18 tahun 2012 
tentang Pangan. Pada Undang-Undang tersebut menungkapkan larangan untuk 
penggunaan bahan baku hasil rekayasa genetika apabila belum mendapatkan 
persetujuan Keamanan Pangan sebelum diedarkan. Pada Undang-Undang 
tersebut, juga menetapkan persyaratan pengujian pangan terutama dari Hasil 
Rekayasa Genetika. Ketentuan persyaratan ini selanjutnya dijelaskan dalam PP 
Nomor 28 tahun 2004 tentang Keamanan Mutu dan Gizi Pangan  mengenai 
definisi, pemeriksaan keamanan, serta tata cara pemeriksaan pangan produk 
rekayasa genetika (FEMA, 2015).  
Setelah diketahui apakah produk pangan aman dikonsumsi dengan bahan 
baku hasil rekayasa genetika, maka selanjutnya produk pangan tersebut di beri 
label PRG sesuai ketentuan PP Nomor 69 tahun 1999 pasal 35 (FEMA, 2015).  
Sesuai dengan PP Nomor 69 tahun 1999, pelabelan pangan PRG dilaksanakan 
dengan ketentuan sebagai berikut : 
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a. Jika keseluruhan bahan pangan yang terkandung dalam pangan merupakan 
bahan pangan PRG maka pada bagian utama label wajib dicantumkan 
“PANGAN PRODUK REKAYASA GENETIKA”. 
b. Dalam hal dimana hanya salah satu dari bahan pangan yang merupakan 
bahan pangan PRG, maka keterangan tentang pangan PRG dicantumkan 
dalam daftar bahan yang digunakan (komposisi). 
Contoh penulisan dan labelisasi produk pangan yang mengandung hasil rekayasa 
genetika dapat dilihat pada Gambar 7. 
 
 
Gambar 7. Contoh Penulisan Label Produk yang Mengandung Hasil Rekayasa 
Genetika (BPOM, 2012) 
 
Untuk persyaratan pelabelan PRG di Indonesia, BPOM juga menentukan 
persyaratan treshold (ambang batas) kandungan maksimum bahan rekayasa 
genetik yang terdapat dalam satu produk. BPOM menetapkan level ambang batas 
pangan rekayasa genetika yang harus dilabel adalah 5%. Maka apabila pangan 
yang mengandung bahan pangan PRG 5% atau lebih (berdasarkan perhitungan 
DNA/ protein), wajib dilabel. Akan tetapi jika pada pangan tersebut tidak terdeteksi 
lagi DNA atau protein asing (akibat proses pengolahan pangan) maka pangan 
tersebut tidak wajib dilabel sekalipun pangan tersebut secara keseluruhan 









3.1 Tempat dan Waktu 
Penelitian survei dilakukan di beberapa pusat perbelanjaan dan apotik di 
Kota Malang. Perlakuan ekstraksi DNA sampel dilaksanakan di Laboratorium 
Mikrobiologi Pangan dan Hasil Pertanian, dan Laboratorium Kimia dan Biokimia 
Pangan dan Hasil Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas 
Teknologi Pertanian, Universitas Brawijaya Malang. Sedangkan untuk analisa 
PCR dan konfirmasi gel elektroforesis dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi 
Agroindustri dan Hasil Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas 
Teknologi Pertanian dan Laboratorium Sentral Ilmu Hayati, Universitas Brawijaya 
Malang. Penelitian ini dilakukan dimulai pada bulan Oktober 2014 hingga Juli 
2015. 
 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1  Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain mesin Polymerase 
Chain Reaction (PCR) (Amplified Biosystem), seperangkat alat DNA elektroforesis 
(Bio-Rad), Gel Doc (Bio-Rad), nanodrop spektrofotometer (NanoDrop ND-1000-
UV-Vis Spectrophotometer), shaker waterbath (Memmert), sentrifuse dingin 
(Hettich Zentrifugen), micropipette (Eppendorf dan Finnpipette), pH meter 
(Hanna), glassware, timbangan analitik (Ohaus), freezer (Sharp), dan autoclave 
(Tomy ES315). 
 
3.2.2  Bahan 
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini meliputi 12 susu bubuk kedelai 
bermerk yang diperoleh dari supermarket Lai Lai, Pasar Minggu dan Apotik Kimia 
Farma Malang. Kontrol positif kedelai transgenik berupa kedelai merk Berlian yang 
diimpor dari Amerika Serikat, sedangkan kontrol negatif adalah kedelai lokal 
Autralia. Pada penelitian ini primer yang digunakan adalah gen Promotor dari 
CaMV adalah pasangan primer p35S-cf3 (forward) (CCA CGT CTT CAA AGC 
AAG TGG) dan p35S-cf4 (reverse) (TCC TCT CCA AAT GAA ATG AAC TTC) 
dengan panjang amplifikasi fragmen DNA 123 bp, primer target sekuen EPSPS-
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CP4 yaitu pasangan primer RRS0t-5 (forward) 5’-CCT TTA GGA TTT CAG CAT 
CAG TG-3’ dan RRS01-3 (reverse) 5’-GAC TTG TCG CCG GGA ATG-3’ dengan 
panjang amplifikasi fragmen DNA 121 bp, dan pasangan primer HAnos-118-F 
(forward) 5’- GCA TGA CGT TAT TTA EPSPS-CP4 TGA GAT GGG -3’ dan 
HAnos-118-R (reverse) 5’- GAC ACC GCG CGC GAT AAT  TTA TCC -3’ untuk 
primer NOS Terminator akan menghasilkan amplikon dengan ukuran 118 bp. 
Ketiga primer tersebut dipesan dari Macrogen. 
Sedangkan reagen bahan isolasi digunakan lysis buffer (CTAB, BME, EDTA, 
Tris-Cl, NaCl),  Proteinase-K, PCI (phenol:chloroform:isoamyl alcohol), CI 
(chloroform:isoamyl alcohol), etanol absolut, etanol 70%, dan TE buffer (EDTA 
Tris-Cl). Sedangkan untuk bahan elektroforesis digunakan agarosa, EtBr 
(Etidhium Bromide), loading dye, marker (100-1000 bp ladder marker) (Thermo 
Scientific), nuclease-free water, TAE buffer (EDTA, tris-base, AAG). Untuk bahan 
PCR digunakan Go Tag Green Mix (Promega), DNA template, dan ddH2O. 
 
3.3 Metode Penelitian 
Penelitian ini menggunakan metode deskriptif. Menurut Sugiyono (2011) 
penelitian deskriptif adalah sebuah penelitian yang bertujuan untuk memberikan 
atau menjabarkan suatu keadaan atau fenomena yang terjadi saat ini dengan 
menggunakan prosedur ilmiah untuk menjawab masalah secara aktual. Penelitian 
deskriptif merupakan penelitian non hipotesis, sehingga penelitiannya tidak perlu 
merumuskan hipotesis. Dalam penelitian ini, data yang terkumpul bersifat kualitatif 
yaitu digambarkan dengan kata-kata yang dipisahkan menurut kategori untuk 
memperoleh kesimpulan. 
 
3.4 Pelaksanaan Penelitian 
Pelaksanaan penelitian ini terbagi menjadi 3 tahap yang meliputi: 
1. Survei pasar 
Survei dilakukan dengan tujuan untuk memperoleh informasi banyaknya 
brand susu bubuk kedelai yang beredar di pusat perbelanjaan di Kota Malang. 
Sehingga apabila telah didapatkan data supermarket ataupun apotik yang menjual 
susu bubuk kedelai, maka bisa dilakukan sampling. Populasi yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah populasi terjangkau (accessible population) yaitu susu 
bubuk kedelai bermerk yang beredar di Kota Malang. Populasi terjangkau suatu 
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penelitan adalah bagian dari populasi target yang dapat dijangkau oleh peneliti. 
Populasi terjangkau adalah bagian populasi yang dibatasi oleh tempat dan waktu. 
Pada penelitian ini, populasi dibatasi oleh tempat yaitu Kota Malang dan waktu 
diantara November 2014-Februari 2015. Berdasarkan populasi terjangkau ini 
kemudian akan dipilih sampel yang terdiri dari subyek yang akan langsung diteliti 
(Nazir, 2005). 
2. Pengambilan Sampel 
Teknik pengambilan sampel dilakukan adalah metode acak sederhana. 
Berdasarkan metode tersebut maka didapatkan 5 sampel susu bubuk kedelai 
bermerk di supermarket Lai-Lai, 1 sampel susu bubuk kedelai bermerk di Pasar 
Minggu, dan 6 sampel sampel susu kedelai bermerk di Apotik Kimia Farma. 
3. Analisa Sampel 
Analisa yang dilakukan terhadap sampel yaitu meliputi: 
a. Ekstraksi dan purifikasi DNA  
Kontrol kedelai impor dan sampel berupa susu bubuk kedelai diekstraksi dan 
purifikasi DNA dengan menggunakan metode CTAB  yang telah dimodifikasi dari 
Rahmawati (2011) dengan prosedur sebagai berikut: 
1) Sampel dilarutkan menggunakan akuades dalam tabung reaksi kemudian 
dihomogenisasi dengan vortex.  
2) Setelah itu masing-masing sampel diambil airnya dan dimasukkan dalam 
microtube lalu ditambahkan buffer lysis dan proteinase-K, lalu diinkubasi 
selama 30 menit dengan waterbath suhu 65oC untuk melisiskan sel.  
3) Sampel kemudian disentrifugasi, supernatan yang diperoleh dipindahkan ke 
microtube baru dan ditambahkan larutan PCI (phenol: chloroform: 
isoamylalcohol 25:24:1) lalu dihomogenisasi. Fenol digunakan untuk denaturasi 
protein dan klorofom digunakan untuk melarutkan lemak, sedangkan isoamil 
alkohol digunakan untuk membantu pemisahan fase, menurunkan jumlah 
material kontaminan yang masih ada pada fase cair dan interfase, serta 
membantu mengurangi buih.  
4) Sampel kemudian disentrifugasi kembali, dan supernatan yang diperoleh 
dipindahkan ke microtube baru dan ditambahkan larutan CI (chloroform: 
isoamyl alcohol 24:1) lalu dihomogenisasi untuk menghilangkan sisa fenol.  
5) Sampel kemudian disentrifugasi lagi, kemudian supernatan yang diperoleh 
dipindahkan ke microtube baru dan ditambahkan etanol absolut lalu diinkubasi 
dalam freezer (-20oC) selama 30 menit untuk presipitasi DNA.  
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6) Kemudian sampel disentrifugasi, untuk supernatan yang diperoleh dibuang dan 
pelet yang tertinggal ditambahkan etanol 70% untuk memurnikan DNA lalu 
dibolak-balik untuk homogenisasi.  
7) Kemudian sampel disentrifugasi lagi dan supernatan berupa etanol dibuang 
dan sisanya diuapkan pada oven suhu 55oC selama kurang lebih 30 menit.  
8) Pelet yang tertinggal kemudian dielusi dengan buffer TE 50 ul untuk masing-
masing sampel dan hasil isolat DNA disimpan pada suhu 4oC. Isolat DNA yang 
diperoleh kemudian diukur konsentrasi dan kemurniannya menggunakan alat 
NanoDrop specthrophotometer.  
9) Setelah dilakukan ekstraksi DNA, akan dilakukan purifikasi DNA isolasi untuk 
meningkatkan tingkat kemurnian DNA. Untuk penjelasan prosedur purifikasi 
DNA dapat dilihat pada Lampiran 2.2.  
b. Optimasi PCR (Polymerase Chain Reaction) dan Amplifikasi DNA,  
Optimasi suhu annealing PCR dilakukan  8 kali sesuai dengan jumlah suhu 
annealing yang akan dioptimasi, yaitu untuk primer RRS0t meliputi suhu 44, 46,  
57, dan 59oC, untuk primer Hanos meliputi 50, 52, 63, dan 65oC, sedangkan untuk 
primer P35S meliputi suhu 45, 47, 58, dan 60oC. Suhu annealing didapatkan dari 
2 nilai Tm, Tm didapat dari detail produk primer yang dipesan Macrogen Tm dan 
juga dari perhitungan rumus Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+] + 0,41 x (% GxC) – 
(675/n). Pada masing-masing primer yang kemudian nilai Tm tersebut dikurangi 
5oC. Komposisi untuk 25 ul reaksi PCR dapat dilihat pada Tabel 6. 
 
Tabel 6. Komposisi Reaksi PCR 
Komponen Volume  
Master mix PCR (taq polymerase, buffer Taq, MgSo4, dan dNTP) 12,5 ul 
Primer F (10 ρmol/ul) 1 ul 
Primer R (10 ρmol/ul) 1 ul 
DNA template (asumsi konsentrasi ± 20 ng/ul) 1 ul 
ddH2O 9,5 ul 
Total 25 ul 
 
Bahan-bahan tersebut kemudian dicampur ke dalam thin wall lalu dilakukan 
amplifikasi DNA dengan mesin PCR. Adapun pogram PCR yang digunakan untuk 
optimasi PCR dapat dilihat pada Tabel 7. Setelah diketahui suhu annealing yang 
optimal untuk amplifikasi PCR, kemudian akan digunakan untuk amplifikasi DNA. 
c. Visualisasi DNA dengan gel elektroforesis.  
Proses awal yang harus dilakukan adalah membuat gel agarosa 3% dengan cara 
menimbang sebanyak 1,2 gram bubuk agarosa dan dilarutkan dalam 40 ml TAE 
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buffer 1x, lalu dipanaskan hingga larutan menjadi bening. Larutan agar didiamkan 
hingga hangat lalu ditambahkan EtBr untuk meningkatkan visualisasi asam 
nukleat. Kemudian diruang ke dalam cetakan yang telah dipasang sisir dan 
ditunggu hingga gel memadat. Setelah itu gel yang berada di chamber apparatus 
dengan posisi well pada muatan negatif, direndam oleh buffer TAE 1x sebagai 
buffer konduktor untuk aliran listrik pada apparatus. 
 
Tabel 7. Program PCR 
Tahapan PCR Suhu Waktu 
Primer P35S (35 siklus)   
Initial Denaturation 95oC 5 menit 
Denaturation 95oC 30 detik 
Annealing 45-60oC 30 detik 
Extention 72oC 30 detik 
Final Extention 72oC 5 menit 
Waiting 4oC  
Primer RRS0t (35 siklus)   
Initial Denaturation 95oC 5 menit 
Denaturation 95oC 40 detik 
Annealing 44-59oC 40 detik 
Extention 72oC 40 detik 
Final Extention 72oC 5 menit 
Waiting 4oC  




















Kemudian dilakukan proses loading sampel ke dalam well pada gel yang sudah 
dicampur dengan loading dye sebagai penanda migrasi band sampel. Setelah itu, 
elektroforesis dilakukan dengan tegangan 60 volt selama kurang lebih 1,2 jam. 
Setelah elektroforesis selesai, gel divisualisasi dengan menggunakan alat Gel-
Doch XR 1000 yang tersambung dengan komputer, sehingga hasil foto gel dapat 
diketahui pada layar komputer. 
 
3.5 Pengamatan dan Analisis 
Dari seluruh data hasil pengamatan yang sudah terkumpul, selanjutnya 
dilakukan interpretasi data. Seluruh sampel yang telah diteliti kemudian 
dibandingkan dengan kontrol positif yaitu kedelai merk Berlian yang diimpor dari 





3.6 Diagram Alir Penelitian 
3.6.1 Diagram Alir Pelaksanaan Penelitian 
  
Gambar 8. Diagram Alir Pelaksanaan Penelitian (Rahmawati, 2011) 
 
3.6.2 Diagram Alir Ekstraksi DNA 
 









3.6.3 Diagram Alir Purifikasi DNA 
 




3.6.4 Diagram Alir Elektroforesis DNA 
 
                                                                                                                        




BAB VI PEMBAHASAN 
 
4.1 Hasil Survei dan Pengambilan Sampel 
Wilayah pengambilan sampel penilitian dilakukan di kota Malang. Survei 
dilakukan di berbagai supermarket dan apotik yang berada di kota Malang. Dari 
hasil survei diperoleh informasi mengenai macam-macam merk susu bubuk 
kedelai yang beredar di supemarket atau apotik di kota Malang. Terdapat 12 susu 
bubuk kedelai yang beredar, yaitu 5 sampel susu bubuk kedelai bermerk dari 
supermarket Lai-Lai, 1 sampel susu bubuk kedelai bermerk diperoleh dari Pasar 
Minggu, dan 6 sampel sampel susu kedelai bermerk dari Apotik Kimia Farma. 
Keduabelas sampel kemudian diberi kode huruf A hingga L. Sebagai kontrol, 
digunakan kedelai merk Berlian yang diimpor dari negara Amerika Serikat untuk  
kontrol positif diberi kode K+ dan kedelai lokal Australia sebagai kontrol negatif 
diberi kode K-. 
Empat dari dua belas sampel merupakan susu bubuk merk impor, yaitu 
sampel D, I, J, dan K. Sampel D merupakan produk yang diimpor dari Singapore, 
namun menggunakan kedelai impor dari Cina. Menurut Prasitiyo (2015), Cina 
termasuk negara yang membatasi impor, distribusi, penjualan, pemanfaatan, 
percobaan lapangan dan penanaman komersial dari GMO. Tanaman GM di Cina 
melalui tiga tahap uji lapangan (pilot uji lapangan, pengujian rilis lingkungan, dan 
pengujian praproduksi) sebelum masalah itu diajukan ke Kantor Agricultural 
Genetic Engineering Biosafety Administration (OAGEBA) untuk penilaian. Sampel 
K dan J juga merupakan produk impor dari Malaysia, sedangkan sampel I diimpor 
dari Singapore. Apabila ditinjau dari negaranya, Malaysia menganut mandatory 
labelling seperti Uni Eropa, Thailand, Jepang, Saudi Arabia, dan Australia. Negara 
Malaysia memiliki peraturan pemerintah mengenai Labelisasi Pangan yaitu dalam 
Food Regulations 1985: Regulations 11(3A), 11(6) and 11(7) (Guidelines on 
Labelling of Foods and Food Ingredients Obtained Through Modern 
Biotechnology) (BCH, 2014). Berdasarkan peraturan tersebut, Malaysia 
mempunyai persyaratan batas minimal (treshold level) untuk kewajiban pelabelan. 
Apabila pangan yang mengandung bahan pangan PRG 3% atau lebih 
(berdasarkan perhitungan DNA/protein), wajib dilabel. Akan tetapi jika pada 
pangan tersebut tidak terdeteksi lagi DNA atau protein asing (akibat proses 
pengolahan pangan) maka pangan tersebut tidak wajib dilabel sekalipun pangan 
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tersebut secara keseluruhan merupakan pangan PRG. Hal ini menunjukkan 
bahwa pada negara-negara tersebut (Cina, dan Malaysia) memiliki peraturan 
tersendiri terhadap pelabelan produk pangan turunan rekayasa genetika, namun 
sampel I dan J masih belum diketahui bahan baku kedelai yang digunakan 
termasuk GMO atau bukan. 
Delapan dari dua belas sampel  yang merupakan susu bubuk produksi lokal 
juga tidak diketahui apakah menggunakan kedelai GMO sebagai bahan baku atau 
tidak. Namun berdasarkan Saleh et al. (2008) terdapat isu penarikan distributor 
untuk produk sampel A disebabkan ada kecurigaan bahan baku dalam susu 
menggunakan kedelai dari luar negeri dan terdapat rekayasa genetika.  
 
4.2 Hasil Isolasi dan Purifikasi DNA Sampel 
Untuk mendeteksi gen transgenik pada susu bubuk kedelai, maka tahap 
pertama yang dilakukan adalah isolasi dan purifikasi DNA. DNA sampel dilakukan 
isolasi untuk memisahkan DNA dengan komponen lain. Isolasi DNA merupakan 
metode dimana mencakup penghancuran jaringan, penghilangan protein dan 
RNA, serta presipitasi DNA menggunakan bahan kimia (Muladno, 2010). Pada 
dasarnya, metode isolasi DNA dengan sampel produk pangan lebih sulit dilakukan 
dibandingkan dengan bahan pangan yang belum mengalami proses pengolahan. 
Pada produk pangan olahan biasanya mengandung DNA yang sedikit dengan 
kualitas kemurnian rendah. Kemurnian DNA sampel menjadi titik kritis dalam tahap 
selanjutnya yaitu PCR. Kemurnian yang rendah atau masih terdapatnya 
kontaminan seperti protein, fenol, dan RNA akan memberikan hasil yang kurang 
baik atau dapat menjadi inhibitor saat proses PCR berlangsung (Kusumawaty, 
2012). Pemanasan yang tinggi dalam pengolahan pangan dapat mendegradasi 
DNA serta penambahan bahan-bahan lain seperti pemberi rasa, pemanis juga 
dapat mempersulit proses isolasi DNA pada sampel pangan olahan (Meric et al., 
201). Proses ekstraksi DNA pada sampel bahan pangan menjadi lebih kompleks 
karena inhibitor-inhibitor penghambat proses PCR harus dihilangkan serta DNA 
terdegradasi harus dapat terekstrak (AB, 2003). 
Metode ekstraksi DNA yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 
ekstraksi DNA yang dikembangkan oleh Jankiewilz et al. (1999) yaitu berbasis 
CTAB (Cetyl Trimethil Ammoiun Bromide) dengan modifikasi penambahan β-
mercaptoetanol 0,2% seperti yang dilakukan dalam penelitian Rahmawati (2011). 
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Isolasi DNA dilakukan dalam tiga tahapan yaitu penghancuran jaringan, 
penghilangan protein dan RNA, serta presipitasi DNA.  
a. Penghancuran jaringan dilkakukan dengan menggunakan senyawa kimia 
seperti lisozim, EDTA (etilendiamin tetraasetat), dan CTAB. CTAB merupakan 
detergen yang berguna untuk melisiskan membran sel dan membran fosfolipid 
bilayer. Pada proses penghancuran jaringan dapat menyebabkan degradasi 
DNA karena adanya aktivitas enzim endonuklease. Aktivitas enzim ini dapat 
dihambat dengan menggunakan buffer ekstraksi yang mengandung senyawa 
Tris-Cl dan EDTA (Kusumawaty, 2012). EDTA berfungsi sebagai perusak sel 
dengan cara mengikat ion magnesium. Ion magnesium berfungsi 
mempertahankan integritas sel. Selain itu, pengikatan ion magnesium juga 
dapat menginaktivasi DNAse. Magnesium berperan sebagai kofaktor dari 
DNAse dimana akan mengatifkan enzim yang akan mendegradasi DNA 
(Sudjadi, 2008).  
b. Penghilangan protein dilakukan dengan penambahan proteinase-k dan 
dilanjutkan dengan salting out oleh penambahan NaCl dalam buffer lysis serta 
penambahan fenol dan kloroform (Jusuf, 2001). Larutan yang dilakukan dalam 
penghilangan protein pada penelitian ini yaitu fenol:kloroform:isoamil alkohol 
(25:24:1) dan kloroform:isoamil alkohol (24:1) sebanyak dua kali. Pengulangan 
ini bertujuan untuk purifikasi DNA sehingga didapatkan kemurnian DNA yang 
baik. Larutan fenol akan mengikat protein dan sebagian kecil RNA. Larutan 
kloroform digunakan untuk membersihkan protein dan polisakarida dari larutan. 
Isoamil alkohol digunakan untuk membantu pemisahan fase, menurunkan 
material kontaminan yg terikut fase cair-interfase, dan mengurangi buih. 
Campuran larutan tersebut dapat mendenaturasi protein-protein sel seperti 
endonuklease. Lisisnya membran sel dapat memudahkan DNA terpisah dari 
komponen penyusun sel lainnya (Gaffar, 2007). Untuk menghilangkan RNA 
dapat menggunakan enzim RNAse. Hasil sentrifugasi akan membentuk tiga 
fase dimana fase atas merupakan DNA dan RNA, fase kedua berupa protein, 
dan fase bawah adalah fenol (Sudjadi, 2008).  Penghilangan protein dan RNA 
ini akan membuat DNA terisolasi dan memiliki kemurnian yang tinggi.  
c. Pada tahap selanjutnya, DNA dipresipitasi dengan menggunakan etanol atau 
isopropanol (Alberts, 2002). Pada penelitian ini digunakan etanol 100% dan 
70% sebanyak dua kali. Penambahan etanol absolut dapat menurunkan 
konstanta dielektrik pada larutan. Selain itu etanol dapat memperbanyak ikatan 
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DNA dengan Na+ sehingga DNA akan menggumpal sedangkan senyawa yang 
lain akan larut dalam etanol (Kusumawaty, 2012). 
Pada penelitian ini didapatkan 12 sampel susu bubuk kedelai bermerk dari 
supermarket dan apotik di kota Malang. Sampel diberi kode A-L. Kedelai merk 
Berlian yang diimpor dari negara Amerika Serikat sebagai kontrol positif diberi 
kode K1 dan kedelai lokal Australia sebagai kontrol negatif diberi kode K2. Sampel 
dan kontrol dilakukan proses isolasi dengan metode CTAB  modifikasi dari 
Rahmawati (2011) dan proses purifikasi modifikasi dari Ilhak et al. (2007). 
Keberadaan DNA pada penelitian ini dapat diketahui dengan 2 cara, yaitu 
secara kuantitatif dan kualitatif. Uji kuantitatif pada hasil isolasi DNA sampel 
dilakukan menggunakan nanodrop spektrofotometer untuk mengetahui tingkat 
kemurnian dan konsentrasi DNA. Pengukuran jumlah DNA dengan 
spektrofotometer didasarkan pada prinsip iradiasi sinar ultraviolet yang diserap 
oleh nukleotida dalam 1 ul sampel dengan panjang gelombang 260 nm. Semakin 
besar cahaya yang diserap sampel, maka semakin tinggi konsentrasi DNA dalam 
sampel (Sambrook et al., 2001). Absorbansi sampel dilakukan pada panjang 
gelombang 260 nm dan 280 nm. Menurut Sambrook et al. (2001) untai ganda DNA 
dapat menyerap cahaya UV pada 260 nm, sedangkan protein atau phenol 
menyerap cahaya pada 280 nm. Perbedaan penyerapan cahaya UV ini digunakan 
untuk mengukur tingkat kemurnian DNA. Perhitungan ditentukan dari 
perbandingan nilai absorbansi 260/ 280 nm. Nilai kemurnian DNA berkisar antara 
1,8-2,0. Jika kurang dari 1,8 maka isolat terbilang masih mengandung kontaminan 
berupa protein atau fenol sehingga perlu dilakukan penghilangan protein kembali 
dengan ektraksi fenol. Jika melebihi 2,0 menunjukkan bahwa isolat DNA 
mengalami kontaminasi RNA dan perlu dimurnikan dengan penambahan RNAse 
(Thermo Fisher Scientific, 2008). Hasil uji kuantitatif hasil ekstraksi DNA sampel 
menggunakan spektrofotometer dapat dilihat pada Tabel 8. 
Kemurnian DNA sampel susu kedelai yang diperoleh dalam penelitian ini 
berbeda-beda berkisar antara 1,05-2,07. Menurut Thermo Fisher Scientific (2008), 
DNA dikatakan murni jika rasio absorbansi pada panjang gelombang 260 nm 
dengan nm berada diantara 1,8-2,0. Nilai kemurnian dibawah 1,8 menunjukkan 
adanya kontaminasi protein, sedangkan nilai kemurnian di atas 2,0 menunjukkan 
adanya kontaminasi RNA. Kemurnian 10 dari 12 sampel yang diuji dapat 
dinyatakan kurang baik karena tidak sesuai dengan rasio kemurnian DNA yaitu 
1,8-2,0. Pada sampel B, C, E, F, G, H, I, J serta kontrol memiliki nilai kemurnian di 
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bawah 1,8. Kemurnian 10 sampel ini menunjukkan adanya kontaminasi protein 
atau fenol. Kontaminasi pada DNA sampel diduga disebabkan oleh kurang 
maksimalnya proses inkubasi awal menggunakan buffer lysis (CTAB dan BME 
buffer) dan presipitasi DNA sampel menggunakan PCI. Selain itu, sampel susu 
kedelai merupakan bahan olahan dengan proses pemanasan yang tinggi 
mengakibatkan DNA yang terekstrak memiliki kualitas kurang baik dari segi 
kemurnian (Demirhan et al., 2012). Nilai kemurnian DNA dibawah 1,8 masih dapat 
digunakan untuk mendeteksi ada tidaknya suatu DNA asing dalam tanaman, tetapi 
untuk analisa molekuler lebih lanjut seperti rekombinasi DNA diperlukan DNA 
dengan tingkat kemurnian tinggi (1,8-2,0) (White et al., 2001).  
Konsentrasi DNA dari 12 sampel pada Tabel 8 yang diperoleh berbeda-beda 
pula berkisar 153,8-5138,85 ng/ul. Perbedaan konsentrasi DNA yang diperoleh 
pada masing-masing sampel diduga berasal dari proses pengolahan yang 
berbeda. Selain itu, adanya bahan campuran seperti pemanis, pewarna, dan 
perasa dalam suatu produk dapat mempengaruhi konsentrasi DNA yang 
diperoleh. Menurut Nazir (2005), bahan dan bumbu-bumbu yang ditambahkan 
dalam produk olahan menyebabkan DNA yang diekstrak masih tercampur dengan 
senyawa kontaminan seperti oligopeptida, polisakarida, protein dan bahan lainnya. 
Namun besarnya jumlah konsentrasi sesuai dengan teori. Mulyani et al. (2011) 
mengungkapkan bahwa metode CTAB memaksimalkan presipitasi DNA secara 
berulang untuk mendapatkan DNA yang bebas dari pengotor dan didapatkan nilai 
konsentrasi DNA relatif tinggi. 
 






A 3142,11 1,96 
B 153,8 1,05 
C 418,20 1,17 
D 1500,09 1,81 
E 572,54 1,37 
F 1838,86 1,76 
G 1118,50 1,27 
H 1037,36 1,63 
I 5138,85 1,72 
J 2448,09 1,74 
K 2151,71 2,03 
L 2615,03 2,07 
K+ 48,70 1,63 
K- 259.97 1,54 
 
Keterangan: 
K+   : Kontrol + (positif) 
K- : Kontrol – (negatif) 
A-L : Sampel Susu Bubuk Kedelai 
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Pengujian DNA total hasil ektraksi juga dilakukan secara kualitatif dengan 
metode elektroforesis. Metode ini menggunakan gel agarose karena agarose 
beritak non-karsinogenik dan cocok digunakan untuk analisa bahan pangan 
dibandingkan menggunakan akrilamid (Larasati, 2011). Penilaian kualitas DNA 
dilakukan dengan gel agarosa 2% yang dijalankan pada tegangan 60 volt selama 
±60 menit. Konsentrasi larutan DNA plasmid hasil isolasi dapat diperkirakan 
dengan membandingkan intensitas warna pitanya dalam gel agarosa dengan 
intensitas pita standar yang telah diketahui ukuran dan konsentrasinya (Susanti et 
al., 2004). Pada gel ditambahkan EtBr yang berfungsi sebagai zat pewarna yang 
akan berflourensensi dibawah sinar ultraviolet. EtBr  dapat menyisip di antara 
basa-basa DNA serta membuat rantai DNA menjadi kaku. EtBr akan membuat 
DNA berpendar dan mudah dilihat saat visualisasi. Semakin tinggi Konsentrasi 





M : Marker 
K+ : kontrol positif 
K- : kontrol negatif 
A-L : Sampel Susu bubuk Kedelai 
 
Gambar 13. Hasil Visualisasi DNA Total (a) kontrol positif dan negatif (b) Sampel Susu 




Pada Gambar 13 menunjukkan  hasil visualisasi isolat DNA sampel susu 
bubuk kedelai dan kontrol. Ketebalan pita DNA yang beragam hal ini disebabkan 
oleh konsentrasi DNA yang dihasilkan tiap-tiap sampel berbeda. Dapat dilihat 
bahwa pita DNA dari 11 sampel terlihat smear. Hal ini disebabkan konsentrasi 
yang dimiliki sampel cukup tinggi. Menurut Pierroton (2008) tidak terbentuknya 
atau terjadinya smear pada pita DNA dapat terjadi dikarenakan beberapa 
penyebab yaitu: 
a. DNA tidak dalam bentuk terlarut (pada proses presipitasi DNA banyak terdapat 
kontaminan yang tidak tersuspensi keambali menjadi larutan) 
b. DNA terlihat smear bahkan tidak terlihat sama sekali karena sampel 
terkontaminasi protein atau polisakarida dan komponen fenolik 
c. Kualitas gel yang digunakan juga dapat membuat hasil visualisasi DNA menjadi 
smear 
Untuk sampel B memiliki pita DNA yang tipis, mengingat konsentrasi sampel 
B lebih rendah dibandingkan sampel lainnya. Nilai konsentrasi DNA yang relatif 
lebih kecil sehingga pada visualisasi elektroforesis pita genom tidak tampak jelas 
(Mulyani et al., 2011). Campuran bahan tambahan pada produk susu bubuk 
seperti pemanis, perasa, dan kandungan protein yang tinggi dapat menjadi 
pengotor dan kontaminan sehingga membuat konsentrasi DNA hasil isolasi 
rendah. Untuk kontrol baik positif atau negatif menghasilkan pita isolat DNA yang 
jelas, nyata, dan tebal. 
 
4.3 Optimasi dan Penentuan Suhu Annealing PCR 
PCR merupakan penggandaan DNA secara in vitro menggunakan enzim 
polimerase. Untuk mendapatkan hasil PCR yang optimal perlu dilakukan proses 
optimasi PCR. Ketepatan penggunaan suhu annealing berpengaruh terhadap 
proses penempelan primer terhadap DNA template (Grunenwald, 2003). Suhu 
yang diperlukan untuk primer berhasil menempel pada DNA target tersebut disebut 
dengan suhu annealing. Optimasi suhu annealing bertujuan untuk meningkatkan 
spesifisitas produk PCR (Pedjiadi, 2011). Optimasi suhu annealing juga bertujuan 
untuk menghindari misspriming yang terjadi bila suhu annealing terlalu tinggi. Suhu 
annealing yang terlalu tinggi dapat mendegradasi primer. Primer yang rusak dapat 
menyebabkan misspriming atau tidak terjadi proses annealing. Suhu annealing 
yang terlalu rendah dapat menghasilkan DNA dengan spesifisitas yang rendah 
(Handoyo, 2001). Suhu annealing dapat ditentukan dengan menghitung TM 
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dimana suhu annealing biasanya 2-5oC di bawah dari Tm primer sebenarnya 
(Muladno, 2010). Rumus perhitungan Tm dapat dilihat pada Gambar 14. Selain 
bertujuan untuk menentukan suhu annealing yang tepat, optimasi juga digunakan 
sebagai indikator keberhasilan ekstraksi dan purifikasi DNA. Jika pita DNA sampel 
tidak muncul, maka dapat diperkirakan telah terjadi kesalahan pada tahap 




Na+ : 0,05 
N : jumlah oligonukleotida 
Gambar 14. Rumus Perhitungan Tm Primer (Hardi, 2009) 
 
Primer yang digunakan pada penelitian ini adalah primer CaMV 35S 
Promotor, Gen EPSPS-CP4 dan NOS Terminator. Primer CaMV 35S Promotor 
merupakan sekuen primer yang berasal dari Cauliflower Mosaic Virus. Primer 
CaMV 35S yang digunakan memiliki design primer sekuen forward P35s-cf3 5’- 
CCA CGT CTT CAA AGC AAG TGG -‘3 dan reverse P35S-cr4 5’- TCC TCT CCA 
AAT GAA ATG AAC TTC C -‘3 (Sorina et al., 2010) dan menghasilkan panjang 
sekuen 123 bp. Primer ini akan diintroduksikan ke dalam tanaman untuk memulai 
proses transkripsi (Pena, 2005). Tipe Promotor yang dipilih umumnya memiliki 
ekspresi gen yang tinggi, selain itu juga harus dapat dikenali oleh ekspresi tinggi 
pada sel tanaman kedelai. Pada penelitian ini juga menggunakan primer Gen 
EPSPS-CP4 yang diisolasi dari Agrobacterium sp. strain CP4 . Primer dengan 
sekuen forward RRS0T-5 5’- CCT TTA GGA TTT CAG CAT CAG TG -3’ dan 
reverse RRS0T-3 5’- GAC TTG TCG CCG GGA ATG -‘3 akan menghasilkan 
panjang sekuen 121 bp (Meric et al., 2014). Gen ini mengekspresi EPSPS yang 
dapat membuat kedelai toleran terhadap herbisida (ACNFP, 2002). Primer NOS 
Terminator yang digunakan berasal dari spesies Agrobacterium tumafaciens dan 
digunakan untuk proses terminasi transkripsi. Primer dengan sekuen forward 
HAnos-118-F 5’- GCA TGA CGT TAT TTA EPSPS-CP4 TGA GAT GGG -3’ dan 
reverse HAnos-118-R 5’- GAC ACC GCG CGC GAT AAT  TTA TCC -3’ ini akan 
menghasilkan amplikon dengan ukuran 118 bp (Lipp et al., 2001). 
 
 
Tm = 81,5 + 16,6 x [log10 (Na+)] + 0,41 x (% G x C) – (675/n) 
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4.3.1 Optimasi Suhu Annealing PCR Primer CaMV 35S Promotor 
Optimasi suhu annealing dilakukan menggunakan 4 suhu. Dua suhu 
didapatkan dari perhitungan nilai Tm menggunakan rumus pada Gambar 14. 
Perhitungan Tm dapat dilihat pada Lampiran 2.5.  dan diperoleh Tm untuk primer 
forward 49,2oC dan primer reverse 49,3oC. Dua suhu berikutnya menggunakan 
nilai Tm primer yang tertera pada spesifikasi MacroGen. Nilai Tm primer forward 
61,3oC dan primer reverse 62,5oC. Penentuan optimasi suhu annealing untuk 
kedua primer menggunakan suhu 2-5oC dari nilai Tm. Suhu yang digunakan primer 
CaMV 35S Promotor yaitu 45, 47, 58 dan 60oC. Sampel DNA yang digunakan pada 
proses optimasi PCR penelitian ini adalah kontrol positif. Kondisi PCR yang 
diprogram pada optimasi dapat dilihat pada Tabel 9. 
 










































M : Marker 
1 : Suhu Annealing 45oC 
2 : Suhu Annealing 47oC 
3 : Suhu Annealing 58oC 
4 : Suhu Annealing 60oC 
 




Hasil optimasi kemudian dielektroforesis menggunakan gel agarosa 3% 
dengan tegangan 60 volt. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Sorina et al. 
(2010), diketahui bahwa pasangan primer P35S-cf3 dan P35S-cr4 memiliki area 
amplifikasi sebesar 123 bp. Hasil optimasi suhu annealing Primer CaMV 35S yang 
terlihat pada Gambar 15 menunjukan bahwa pita DNA yang dihasilkan memiliki 
ketebalan yang beragam. Pada suhu 58oC terjadi amplifikasi DNA dengan ukuran 
amplikon 123 bp sesuai dengan literatur. Sedangkan pada suhu 45 dan 58oC 
memiliki pita DNA yang samar. Untuk suhu annealing 45oC tidak terjadi 
penggandaan DNA dilihat dari tidak adanya pita DNA yang terbentuk. Hal ini dapat 
disebabkan karena penggunaan suhu yang terlalu rendah, dimana akan terjadi 
salah pasang (mispriming) pada primer. Misspriming merupakan kejadian 
penempelan primer di tempat lain yang tidak diinginkan, sehingga akan 
menghasilkan produk PCR yang tidak spesifik atau bahkan tidak terjadi amplifikasi 
(Sulistyaningsih, 2007). Suhu annealing optimum yang dapat digunakan dapat 
dilihat dari pita DNA yang lebih jelas, dan nyata dibanding suhu annealing lainnya. 
Pita yang  lebih jelas dan lebih tebal terlihat pada pita suhu annealing 60oC. Dari 
hasil tersebut diperoleh hasil bahwa pada suhu 60oC merupakan suhu yang 
optimal primer Pomotor CaMV 35S untuk digunakan saat proses PCR. 
 
4.3.2 Optimasi dan Penentuan Suhu Annealing PCR Primer Gen EPSPS-CP4 
Optimasi suhu annealing dilakukan menggunakan 4 suhu, dua suhu 
menggunakan nilai Tm primer yang tertera pada spesifikasi MacroGen. Nilai Tm 
primer forward 61,1oC dan primer reverse 58,4oC. Dan 2 suhu didapatkan dari 
perhitungan nilai Tm menggunakan rumus pada Gambar 14. Perhitungan Tm 
primer dapat dilihat pada Lampiran 2.5, dan diperoleh Tm untuk primer forward 
48,4 oC dan primer reverse 47,4oC. Penentuan optimasi suhu annealing untuk 
kedua primer menggunakan suhu 2-5oC dari nilai Tm. Suhu yang digunakan primer 
Gen EPSPS-CP4 yaitu 44, 46, 57, 59oC. Sampel DNA yang digunakan pada 
proses optimasi PCR penelitian ini adalah kontrol positif. Kondisi PCR yang 
diprogram pada optimasi dapat dilihat pada Tabel 10. Hasil optimasi kemudian 
dielektroforesis menggunakan gel agarosa 3% dengan tegangan 60 volt. Menurut 
Meric et al. (2014), pasangan primer RRS0T-5  dan RRS0T-3 akan menghasilkan 

















































M : Marker 
1 : Suhu Annealing 44oC 
2 : Suhu Annealing 46oC 
3 : Suhu Annealing 57oC 
4 : Suhu Annealing 59oC 
 
Gambar 16. Visualisasi Hasil Optimasi Primer Gen EPSPS-CP4 
 
Pada Gambar 16 menunjukkan bahwa hasil visualisasi optimasi suhu 
annealing terlihat pita DNA teramplifikasi pada ukuran amplikon 121 bp sesuai 
dengan literatur, namun tiap suhu annealing yang digunakan menghasilkan tebal 
pita yang berbeda-beda. Pita DNA amplifikasi yang jelas terlihat pada pita suhu 
59oC. Pada suhu 57oC terjadi amplifikasi DNA tetapi visualisasinya terlihat samar 
sedangkan pita pada suhu 44 dan 46oC tidak terlihat. Hal ini dapat disebabkan 
karena penggunana suhu yang rendah. Kisaran suhu annealing yang efisien 
berkisar 50-75oC (Hardi, 2009, Sulistyaningsih, 2007, dan Fatchiyah, 2011). 
Apabila suhu annealing dibawah suhu annealing optimal, maka primer akan terjadi 
salah pasang (mispriming), yang berakibat dihasilkannya produk PCR yang tidak 
spesifik. Jika suhu annealing terlalu tinggi, maka primer tidak dapat menempel 
pada template, sehingga Taq polymerase tidak dapat melakukan proses elongasi. 
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Menurut Fatchiyah et al. (2011) amplikasi akan lebih efisien apabila suhu 
annealing tidak kurang dari 37oC agar tidak terjadi mispriming. Oleh karena itu, 
pada suhu sekitar 55-60oC akan mempunyai spesifitas yang tinggi. Hasil optimasi 
suhu annealing terbaik terlihat dari pita DNA yang terlihat tebal, nyata dan jelas.  
Dari hasil tersebut diperoleh hasil bahwa pada suhu 59oC merupakan suhu yang 
optimal primer Gen EPSPS-CP4 untuk digunakan saat proses PCR.  
 
4.3.3 Optimasi dan Penentuan Suhu Annealing PCR Primer NOS Terminator 
Optimasi suhu annealing dilakukan menggunakan 4 suhu, dua suhu 
menggunakan nilai Tm primer yang tertera pada spesifikasi MacroGen. Nilai Tm 
primer forward 61,8oC dan primer reverse 67,0oC. Dan 2 suhu didapatkan dari 
perhitungan nilai Tm menggunakan rumus pada Gambar 14. Perhitungan Tm 
primer dapat dilihat pada Lampiran 2.5, dan diperoleh Tm untuk primer forward 
48,86oC dan primer reverse 53,99oC. Penentuan optimasi suhu annealing untuk 
kedua primer menggunakan suhu 2-5oC dari nilai Tm. Suhu yang digunakan primer 
Gen NOS Terminator yaitu 50, 52, 63, 65oC. Sampel DNA yang digunakan pada 
proses optimasi PCR penelitian ini adalah kontrol positif. Kondisi PCR yang 
diprogram pada optimasi dapat dilihat pada Tabel 11.  
 
























Sumber : Tung et al. (2008) 
 
Hasil optimasi kemudian dielektroforesis menggunakan gel agarosa 3% 
dengan tegangan 60 volt. Jika reaksi amplifikasi berjalan dengan baik dengan 
suhu annealing diantara salah satu suhu yang diperkirakan, maka akan 
menghasilkan pita pada ukuran amplikon 118 bp sesuai dengan penelitian yang 
dilakukan oleh Tung et al. (2008). Akan tetapi, pada Gambar 16(a) yang 
menggunakan suhu berdasarkan perhitungan nilai Tm tidak menunjukkan adanya 
pita DNA, namun pita marker terlihat jelas, nyata dan tebal. Dari pita marker yang 
muncul menunjukkan bahwa elektroforesis bekerja dengan baik. Dari hal ini dapat 
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diketahui bahwa hasil amplifikasi oleh pasangan primer NOS Terminator tidak 
berjalan dengan baik menggunakan suhu annealing yang diperkirakan. Oleh 
karena itu, dilakukan optimasi suhu annealing kedua untuk primer NOS 
Terminator. Untuk optimasi kedua digunakan suhu annealing 62oC. Suhu yang 





M : Marker 
1 : Suhu Annealing 50oC 
2 : Suhu Annealing 52oC 
3 : Suhu Annealing 63oC 
4 : Suhu Annealing 65oC 
R : Suhu Annealing referensi dari Tung et al. (2008) (62oC) 
 
Gambar 17. Visualisasi Hasil Optimasi Primer NOS Terminator (a) berdasar nilai Tm 
(b) berdasar referensi  
 
Dengan kondisi program PCR yang serupa dengan Tabel 11, didapatkan 
hasil visualisasi yang dapat dilihat pada Gambar 17(b) yang dilakukan dengan 
elektroforesis gel agarosa 3%. Pada hasil visualisasi optimasi kedua menunjukkan 
hal yang serupa. Pita hasil amplifikasi dari primer NOS Terminator tidak muncul, 
sedangkan pita dari marker muncul. Sehingga untuk primer NOS Terminator masih 
belum ditemukan suhu annealing optimumnya. Oleh karena itu, dilakukan optimasi 
kembali menggunakan Gradient PCR. Gradient PCR merupakan alat PCR yang 
dapat mengamplifikasi sampel menggunakan beberapa suhu annealing dalam 
satu kali running, dimana pada Q-PCR umumnya hanya dapat menggunakan 1 
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suhu annealing saja tiap running. Gradient PCR cocok untuk melakukan optimasi 
suhu annealing. Pada optimasi ke tiga ini menggunakan 6 dugaan suhu annealing 
dari perhitungan suhu annealing pada program PCR Gradient, yaitu 48, 49,9, 51,8, 




















M : Marker 
1 : Suhu Annealing 48oC 
2 : Suhu Annealing 49,9oC 
3 : Suhu Annealing 51,8oC 
4 : Suhu Annealing 60,9oC 
5 : Suhu Annealing 63,2oC 
6 : Suhu Annealing 65,1oC 
 
Gambar 18. Visualisasi Hasil Optimasi Primer NOS Terminator menggunakan Gradient 
PCR 
      
Optimasi ke tiga menggunakan program PCR seperti pada Tabel 10, 
kemudian divisualisasi dengan Gel Electrophoresis agarosa 3%. Namun hasil 
yang diperoleh sesuai pada Gambar 18. tidak ditemukan adanya pita DNA 
teramplifikasi pada area amplifikasi 118 bp, namun terlihat pita dibawah 100 bp 
yang diduga merupakan debris membran sel atau komponen sel lain yang menjadi 
pengotor DNA. Dugaan lain munculnya pita dibawah ukuran amplifikasi yang 
diinginkan disebabkan adanya fragmentasi DNA. Menurut Van Duijn et al.  (2002) 
adanya fragmentasi dan degradasi DNA akan menghasilkan pira DNA yang 
berada di bawah ukuran amplifikasi. Penyebab lainnya diduga karena rendahnya 
spesifisitas primer yang digunakan, sehingga menyebabkan terjadinya 
misspriming dan menghasilkan pita DNA dengan ukuran bervariasi. Kegagalan 
amplifikasi pada saat PCR dapat disebabkan oleh adanya degradasi DNA sampel, 
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jumlah DNA target (template) yang tidak mencukupi, dan DNA terkontaminasi oleh 
inhibitor (Holden et al., 2003) 
Dari ketiga optimasi yang dilakukan menggunakan primer NOS Terminator, 
menunjukkan bahwa primer tidak dapat mengamplifikasi secara spesifik gen tNOS 
Terminator yang ada pada kontrol dengan suhu annealing yang digunakan. Hasil 
optimasi ini diduga disebabkan dari kontrol positif yang tidak menggunakan 
pasangan primer HAnos-118 untuk mengakhiri proses terminasi transkripsi. Primer 
NOS Terminator juga dapat menggunakan pasangan primer tNOS-2-5ꞌ (forward) 
5ꞌ-GTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTG-3ꞌ dan tNOS-2-3ꞌ (reverse) 5ꞌ-
CGCTATATTTTGTTTTCTATCGCGT-3ꞌ dengan hasil amplikon berukuran 151 bp 
seperti yang dilakukan Meric et al. (2014) dalam penelitiannya. Dikarenakan pada 
primer NOS Terminator tidak ditemukan suhu annealing yang optimal, maka untuk 
amplifikasi DNA sampel hanya menggunakan dua primer, yaitu CaMV 35S 
Promotor dan Gen EPSPS-CP4. 
 
4.4 Hasil Amplifikasi DNA Sampel dan Visualisasi PCR 
Primer merupakan urutan nukleotida untai tunggal yang diperlukan dalam 
reaksi polimerisasi dan mempunyai struktur complementary dengan DNA 
template. Primer memiliki panjang yang berkisar 20-30 basa. Primer berfungsi 
untuk mengawali proses replikasi DNA template pada saat PCR. Primer yang 
digunakan dalam penelitian ini yaitu CaMV 35S Promotor dan Gen EPSPS-CP4. 
Kedua primer tersebut merupakan gen yang paling banyak digunakan pada 
tanaman transgenik komersial. Gen Promotor berfungsi untuk memulai transkripsi, 
sedangkan gen EPSPS-CP4 berperan untuk mengekspresi enzim EPSPS agar 
tanaman kedelai dapat tumbuh meskipun terkena herbisida. Cara paling 
sederhana untuk mengetahui suatu suatu tanaman tergolong GMO atau bukan 
diketahui melalui deteksi kedua jenis gen tersebut. 
Hasil ekstraksi dan purifikasi DNA sampel diperbanyak melalui proses PCR. 
Tujuan utama dari proses ini adalah untuk mengamplifikasi DNA target dan 
meminimalkan amplifikasi non target. Oleh karena itu, dibutuhkan primer yang 
spesifik dengan DNA template hasil ekstraksi dan purifikasi agar diperoleh DNA 
baru sesuai dengan panjang amplifikasi yang diinginkan.  
Salah satu faktor yang harus diperhatikan dalam metode PCR adalah 
formulasi PCR mix. Hal ini perlu dilakukan  agar PCR bekerja secara optimal. Pada 
penelitian ini, konsentrasi DNA tiap sampel memiliki jumlah yang beragam. Oleh 
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karena itu, diperlukan suatu kombinasi pengenceran konsentrasi  yang 
disesuaikan dengan formulasi. Menurut Kamila et al. (2009) DNA template yang 
digunakan dalam PCR berkisar 200-300 ng, sehingga setiap sampel perlu 
dilakukan perhitungan untuk mancapai rasio yang setara. Perhitungan 
pengenceran konsentrasi DNA sampel  dapat dilihat pada Lampiran 2.4. 
Formulasi yang didapatkan dari setiap sampel kemudian dilakukan PCR 
untuk mengamplifikasi DNA. DNA hasil amplifikasi PCR kemudian divisualisasi 
menggunakan elektroforesis gel agarosa 3% sesuai dengan prosedur pada 
Lampiran 2.6. 
 
4.4.1 Hasil Amplifikasi DNA Sampel oleh Primer CaMV 35S Promotor 
Amplifikasi hasil ekstraksi dan purifikasi DNA sampel dilakukan menggunakan 
pasangan primer P35S-cf3 (forward) dan P35S-cr4 (reverse). Kondisi PCR yang 
digunakan primer CaMV 35S Promotor dapat dilihat pada Lampiran 2.3, yaitu 
suhu pre-denaturasi 95oC selama 5 menit, suhu denaturasi 95oC selama 30 detik, 
suhu annealing 60oC selama 30 detik, suhu extensi 72oC selama 30 detik, suhu 
final elongasi 72oC selama 5 menit dan untuk suhu penyimpanan 4oC yang 
dilakukan selama 35 siklus.  Hasil amplifikasi divisualisasi menggunakan 
elektroforesis gel agarosa 3% pada tegangan 60 volt dengan prosedur sesuai 
dengan Lampiran 2.6. Menurut Agrawal (2006) penggunaan konsentrasi gel 3% 
memiliki efesiensi rentang spearasi fragment DNA berukuran panjang 0,1-2 kbp 
dan mengingat panjang pita yang terbentuk saat amplifikasi cukup kecil yaitu 123 
bp. Hasil visualisasi hasil amplifikasi DNA dari sampel dapat dilihat pada Gambar 
19. 
Dari penelitian Sorina et al. (2010), diketahui bahwa pasangan primer P35S-
cf3 (forward) dan P35S-cr4 (reverse) memiliki area amplifikasi sebesar 123 bp. 
Berdasarkan hasil visualisasi pada Gambar 19, primer CaMV 35S dapat 
mengamplifikasi secara spesifik pada sampel E, F, G, dan L. Hal ini ditunjukkan 
dengan adanya pita DNA yang terlihat jelas, nyata meskipun samar. Hasil 
amplifikasi dengan primer Promotor CaMV 35S terhadap sampel memiliki panjang 
pita 123 bp. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Sorina et al. (2010). Sedangkan 
pada Sampel A, B, C, D, H, I, J, dan K menunjukkan bahwa tidak terbentuk 







M : Marker 
K+ : Kontrol Positif 
K- : Kontrol Negatif 
A-L : Sampel Susu Bubuk Kedelai 
 
Gambar 19. Hasil Amplifikasi DNA Sampel dengan Primer Promotor CaMV 35S 
 
Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini merupakan salah satu dari 
berbagai macam jenis kedelai transgenik yang diimpor ke Indonesia, yaitu kedelai 
merk Berlian, memiliki pita DNA sebesar 123 bp. Hal ini menunjukkan bahwa 
proses PCR telah berjalan dengan baik, karena primer dapat mengamplifikasi 
adanya gen CaMV 35S Promotor yang ada pada sampel. Kontrol negatif yang 
digunakan dalam penelitian ini merupakan kedelai jenis konvensional, sehingga 
pada waktu PCR diharapkan DNA kedelai tersebut tidak teramplifikasi oleh primer 
yang digunakan. Pada gambar hasil visualisasi memperlihatkan bahwa kontrol 
negatif tidak muncul pita DNA. 
Hasil visualisasi amplifikasi DNA Susu bubuk kedelai pada gambar 
menunjukkan bahwa 8 dari 12 sampel tidak teramplifikasi primer Promotor CaMV 
35S, yaitu sampel A, B, C, D, H, I, J, dan K. Tidak munculnya pita DNA pada 
sampel dapat disebabkan DNA yang tidak bersifat komplementer dengan primer 
(Rahmawati, 2011). Primer digunakan untuk mengawali sintesis rantai DNA. 
Primer bersifat spesifik dan akan menempel pada komplementernya pada DNA 
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template. Pemilihan primer yang tidak sesuai atau tidak komplemen dengan DNA 
template dapat menyebabkan tidak terjadinya reaksi polimerisasi antara gen target 
dengan primer (Tribowo, 2010). Selain itu, amplifikasi DNA pada saat PCR yang 
tidak menunjukkan adanya gen CaMV 35S diduga disebabkan oleh rusaknya DNA 
hasil ekstraksi dan purifikasi akibat proses pengolahan yang kompleks.  
Rekayasa secara mekanik dan kimia yang dilakukan selama proses 
pengolahan pangan, seperti pemanasan, pH atau pengadukan (shear forces) 
menyebabkan penurunan jumlah fragmen genom DNA karena adanya 
pemecahan molekul besar secara acak. Beberapa proses ekstraksi atau 
pendeteksian terhadap genom DNA pada  pengolahan sulit dilakukan, karena 
hilangnya atau terdegradasinya genom DNA selama proses pemurnian dan 
fermentasi. Gen EPSPS yang mengekspresikan protein enzim EPSPS toleran 
terhadap glyphosate tidak terdeteksi aktivitasnya melalui uji in vitro menggunakan 
enzim setelah melalui pemanasan 65-70oC selama 30 menit (Hammond et al., 
2011). Sedangkan menurut Yoshimura et al. (2005) jumlah salinan gen dalam 
proses amplifikasi akan berkurang dengan adanya kerusakan fisik dan fragmentasi 
yang terjadi pada DNA sampel akibat suhu tinggi dan tekanan saat proses 
pengolahan. Hal tersebut dapat diatasi dengan meningkatkan jumlah template 
DNA yang digunakan dalam PCR. 
 
4.4.2 Hasil Amplifikasi DNA Sampel oleh Primer Gen EPSPS-CP4 
Amplifikasi hasil ekstraksi dan purifikasi DNA sampel dilakukan menggunakan 
pasangan primer RRS0t-5 (forward) dan RRS0t-3 (reverse). Kondisi PCR yang 
digunakan primer Gen EPSPS-CP4 dapat dilihat pada Lampiran 2.3, yaitu suhu 
pre-denaturasi 95oC selama 5 menit, suhu denaturasi 95oC selama 40 detik, suhu 
annealing 59oC selama 40 detik, suhu extensi 72oC selama 40 detik, suhu final 
elongasi 72oC selama 5 menit dan untuk suhu penyimpanan 4oC yang dilakukan 
selama 35 siklus.  Hasil amplifikasi divisualisasi menggunakan elektroforesis gel 
agarosa 3% pada tegangan 60 volt dengan prosedur yang dilakukan sesuai 
dengan Lampiran 2.6. Hasil visualisasi hasil amplifikasi DNA dari sampel dapat 
dilihat pada Gambar 20. 
Dalam penelitian yang dilakukan Meric et al. (2014) diketahui bahwa 
pasangan primer RRS0t-5 (forward) dan RRS0t-3 (reverse) memiliki area 
amplifikasi sebesar 121 bp. Berdasarkan hasil visualiasi, primer gen EPSPS-CP4 
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dapat mengamplifikasi secara spesifik pada 5 dari 12 sampel, yaitu sampel A, E, 




M : Marker 
K+ : Kontrol Positif 
K- : Kontrol Negatif 
A-L : Sampel Susu Bubuk Kedelai 
 
Gambar 20. Hasil Amplifikasi DNA Sampel dengan Primer Gen EPSPS-CP4 
 
Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini memiliki pita DNA sebesar 
121 bp. Hal ini menunjukkan bahwa proses PCR dengan menggunakan suhu 
annealing 59oC telah berjalan dengan baik, karena pasangan primer RRS0t-5 
(forward) dan RRS0t-3 (reverse) dapat mengamplifikasi adanya gen EPSPS yang 
ada pada kontrol. Pada kontrol negatif tidak muncul pita  DNA sebesar 121 bp. 
Kontrol negatif yang digunakan dalam penelitian ini merupakan kedelai dari jenis 
non GMO (konvensional), sehingga pada waktu PCR diharapkan DNA kedelai 
tersebut tidak teramplifikasi oleh primer yang digunakan. 
Hasil elektroforesis pada sampel B, C, D, I, J, K, dan L tidak menunjukkan 
adanya gen EPSPS pada sampel. Hal ini diduga disebabkan oleh rusaknya DNA 
hasil ekstraksi dan purifikasi akibat proses pengolahan menggunakan pemanasan 
suhu tinggi. menurut Bauer et al. (2003) proses pengolahan makanan yang 
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kompleks memerlukan sejumlah langkah yang kasar dan bersifat negatif sehingga 
dapat mempengaruhi deteksi GMO. Proses pengolahan tersebut seperti 
memasak, pemanasan, tekanan tinggi, perlakuan pH, gesekan fisik, dan 
pengaturan torsi tinggi. setiap langkah yang dilalui dalam pengolahan makanan 
berkontribusi terhadap lingkungan unik dimana DNA dari protein akan rusak dan 
terdenaturasi. Dengan demikian hasil dari ekstrak DNA akan lebih sulit ditemukan, 
karena DNA lebih banyak terdegradasi dan sulit untuk dianalisa lebih lanjut.  
Dugaan lainnya adalah  oleh penggunaan primer yang tidak spesifik, pada sampel 
mungkin menggunakan kedelai GMO, namun bukan kedelai Roundup Ready yang 
tahan herbisida, sehingga primer EPSPS-CP4 tidak komplementer dengan DNA 
sampel.  
Pada sampel A, E, F, G, dan H teramplifikasi dengan baik. Hal ini ditunjukkan 
dengan adanya pita DNA yang terlihat jelas, nyata meskipun samar. Hasil 
amplifikasi dengan primer gen EPSPS-CP4 terhadap sampel memiliki panjang pita 
121 bp. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Meric et al. (2014). Hal ini 
menunjukkan bahwa di dalam isolat DNA sampel mengandung nukleotida-
nukleotida yang berkomplementer dengan sekuen primer berkerja secara spesifik 
terhadap DNA template (Rahmawati, 2011). Pasangan nukelotida-nukleotida yang 
saling berkomplementer tersebut kemudian mengalami pemanjangan oleh enzim 
polimerase saat tahap elongasi sehingga saat visualisasi dengan elektroforesis 
muncul pita DNA dengan ukuran 121 bp. Pada gambar, pita yang terbentuk terlihat 
samar meskipun nyata dan cukup tebal, hal ini dapat disebabkan oleh konsentrasi 
yang rendah (rata-rata ±202 ng/ul). Konsentrasi DNA berpengaruh pada hasil 
viualisasi amplifikasi DNA. Semakin rendah konsentrasi DNA yang digunakan, 
maka intensitas pita DNA juga akan semakin rendah, bahkan tidak terlihat. Hal ini 
sesuai dengan hasil penilitian yang dilakukan oleh Kesmen et al. (2010) yang 
menyatakan bahwa intensitas DNA dari produk PCR pada gel agarosa berbanding 
lurus dengan konsentrasi DNA.  
 
4.4.3 Penggolongan GMO 
Penggolongan susu bubuk kedelai dalam GMO atau non-GMO dapat 
dilakukan dengan melihat ukuran pita yang teramplifikasi oleh primer. Jika sampel 
teramplifikasi pada ukuran pita yang sesuai dengan amplikon primer, maka dapat 
dikatakan sampel tersebut mengandung gen transgenik (positif GMO). Kesimpulan 
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hasil elektroforesis terhadap sampel susu bubuk kedelai yang diamplifikasi oleh 
kedua primer dapat dilihat pada Tabel 12. 
 








+/ - GMO 
K+ + + GMO 
K- - - Non GMO 
A - + GMO 
B - - Non GMO 
C - - Non GMO 
D - - Non GMO 
E + + GMO 
F + + GMO 
G + + GMO 
H - + GMO 
I - - Non GMO 
J - - Non GMO 
K - - Non GMO 
L + - GMO 
 
Berdasarkan keterangan tabel kesimpulan dapat diketahui bahwa hasil 
amplifikasi oleh kedua primer berjalan dengan baik dan teramplifikasi spesifik. 
Keberadaan gen EPSPS maupun gen CaMV yang tidak teramplifikasi oleh primer 
spesifik, tidak sepenuhnya menandakan bahwa tanaman tersebut tidak tergolong 
GMO. Banyak faktor yang dapat mempengaruhi keberhasilan amplifikasi gen yang 
dilakukan, seperti spesifisitas primer yang digunakan, keberhasilan ekstraksi dan 
purifikasi DNA, DNA template yang tidak mencukupi, kemurnian dan konsentrasi 
DNA, ada tidaknya kontaminasi pada DNA, dan kesesuaian kondisi saat PCR 
(amplifikasi) dengan primer yang digunakan. Suatu tanaman apabila memiliki gen 
35 Promotor dan gen EPSPS-CP4 dapat dipastikan bahwa tanaman tersebut 
merupakan GMO. Metode ini merupakan cara yang paling efisien untuk 
menentukan suatu tanaman tergolong GMO atau bukan, karena Promotor dan gen 
EPSPS ini paling umum digunakan pada tanaman transgenik komersial. Tetapi 
tidak menutupi kemungkinan jika gen Promotor atau gen EPSPS yang digunakan 




K+   : Kontrol + (positif) 
K- : Kontrol – (negatif) 
A-L : Sampel Susu Bubuk Kedelai 
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Dari hasil yang diperoleh dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa: 
1. Terdapat 6 dari 12 sampel susu bubuk kedelai bermerk yang diduga 
digolongkan sebagai PRG yaitu A, E, F, G, H, dan L. Hal ini disebabkan karena 
terdapat gen trangenik yang terekspresi dengan primer Promotor CaMV 35S 
dan Gen EPSPS-CP4. Dari 6 sampel diduga positif merupakan produk lokal. 
Sedangkan 6 sampel lainnya yang terdapat 4 produk impor diduga dinyatakan 
negatif menggunakan bahan baku kedelai transgenik, sehingga digolongkan 
sebagai produk non-PRG.   
2. Suhu annealing optimum untuk pasangan primer CaMV Promotor P35s-cf3 
(forward) dan P35s-cr4 (reverse) adalah 60oC . Untuk pasangan primer gen 
EPSPS-CP4 RRS0T-5 (forward) dan RRS0T-3 (reverse), suhu annealing 
optimum yang diperoleh sebesar 59oC. Sedangkan untuk primer NOS 
Terminator tidak ditemukan suhu annealing yang optimum, hal ini dapat 




1. Perlu adanya pelaksanaan hukum mengenai pelabelan produk rekayasa 
genetika yang baik dalam rangka pemenuhan hak konsumen untuk 
mendapatkan informasi yang benar, jujur dan bertanggung jawab. 
2. Perlu dilakukan pengujian deteksi GMO pada produk lain yang menggunakan 
kedelai sebagai bahan baku, mengingat maraknya penggunaan kedelai pada 
produk pangan.  
3. Perlunya dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai ekstraksi dan purifikasi 
DNA, sehingga didapatkan isolat DNA dengan kemurnian di antara 1,8-2,0 
dan konsentrasi yang tinggi.  
4. Perlunya penelitian lebih lanjut mengenai optimasi primer NOS Terminator  
pasangan primer Hanos menggunakan range suhu annealing diantara 52-
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Lampiran 1.  Pembuatan Reagen Analisa 
1. Reagen Ekstraksi dan Purifikasi DNA 
a) Larutan Buffer Lysis 
Jenis Reagen Formulasi untuk 50 ml 
CTAB 2% 1 gram 
Β- mercaptoetanol 0,2% 100 ul 
Tris-cl pH 8 1 M 5ml 
EDTA 0,25 M 4 ml 




1. Menimbang masing-masing reagen sesuai dengan berat dan volume yang 
telah ditentukan 
2. Melarutkan CTAB 2% dalam 30 ml aquades dalam beaker glass. 
3. Mencampur reagen cair yaitu EDTA 0,25 M, NaCl 14 M, β-mercaptoetanol 
0,2%,  dan tris-cl pH 8 1 M ke dalam beaker glass. 
4. Memindahkan larutan tersebut ke dalam labu ukur 50 ml dan 
menambahkan aquadest hingga volume 50 ml. 
5. Memindahkan larutan kedalam botol steril dan buffer lysis siap digunakan. 
 
b) Laruran PCI (Phenol Chloroform Isoamyl Alkohol) 
Jenis Reagen Formulasi 50 ml (25:24:1) 
Phenol 25 mg 
Chloroform 24 ml 
Isoamilalkohol 1 ml 
 
 Prosedur Pembuatan: 
1. Menimbang masing-masing reagen sesuai derat dan volume yang telah 
ditentukan. 
2. Mencampurkan seluruh reagen yaitu phenol, Chloroform, dan Isoamylalko-
hol kedalam beaker glass. 







c) Larutan CI (Chloroform Isoamyl Alkohol) 
Jenis Reagen Formulasi 25 ml (24:1) 
Phenol 24 mg 
Isoamilalkohol 1 ml 
 
 Prosedur Pembuatan: 
1. Menimbang masing-masing reagen sesuai dengan berat dan volume yang 
telah ditentukan. 
2. Mencampurkan seluruh reagen yaitu Chloroform, dan Isoamylalkohol ke 
dalam beaker glass. 
3. Memindahkan larutan kedlam botol steril dan disimpan dalam freezer. 
 
d) Buffer TE (Tris-EDTA) 
Jenis Reagen Formulasi 50 ml 
Tris-Cl 1 M 200 ul 
EDTA 0,25 M 200 ul 
 
 Prosedur Pembuatan: 
1. Menimbang masing-masing reagen sesuai dengan volume yang telah 
ditentukan. 
2. Mencampurkan reagen Tris-cl 1 M dan EDTA 0,25 M dalam labu ukur 50 
ml 
3. Menambahkan aquades hingga volume 50 ml. 
4. Memindahkan buffer TE kedalam botol steril. 
 
2. Reagen PCR 
Jenis Reagen Formulasi 
Master mix PCR 12,5 ul 
Primer f (10 ρmol/ul) 1 ul 
Primer R (10 ρmol/ul) 1 ul 
DNA template 1ul 
ddH2O 9,5 ul 
Total 25 ul 
   
 Prosedur mengencerkan Primer stok 200 ul: 
1. Mengambil 20 ul larutan primer stock 100 ρmol/ul dan memasukkannya 
kedalam mikrotub steril. 
2. Menambahkan 180 ul ddH2O dan dilakukan mix gentle agar homogen. 




3. Reagen Elektroforesis gel agarosa 
a) Larutan buffer TAE (Tris-acetate-EDTA) 20x 
Jenis Reagen Formulasi untuk 100 ml 
EDTA pH 8 05 M 4 ml 
Tris base 9,68 gr 
Asam asetat glasial 2, 284 ml 
Aquades  
 
 Prosedur pembuatan: 
1. Menimbang masing-masing reagen sesuai dengan volume dan berat yang 
telah ditentukan 
2. Mencampurkan seluruh reagen EDTA, tris base dan  asam asetat glasial 
dimasukkan dalam labu ukur 100 ml. 
3. Menambahkan aquades hingga volume 100 ml. dan dihomogenkan. 
4. Memindahkan larutan buffer dalam botol steril. 
 
b) Larutan buffer TAE 1X 
Jenis reagen Formulasi 100 ml 
TAE 20X 5 ml 
Aquades 95 ml 
 
 Prosedur pembuatan: 
1. Mengukur volume TAE 20X sesuai dengan volume yang ditentukan. 
2. Memasukkan dalam labu ukur 100 ml dan menambahkan aquades hingga 
batas tera 100 ml, 




Lampiran 2. Prosedur  Analisa 
1.  Ekstraksi DNA 
1)  Menimbang sampel yang sudah dihancurkan dengan menggunakan 
blender sebanyak 3 gram, ditambahkan aquades sebanyak 150 ml dan 
dimasukkan ke dalam microtube steril. 
2) Menambahkan 1000 ul larutan buffer lysis dan 10 ul proteinase-K ke dalam 
masing-masing microtube 
3) Menginkubasi pada suhu 65oC selama 30 menit dengan waterbath 
4) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
5) Mengambil supernatan dan dipindahkan ke dalam microtube steril baru 
6) Menambahkan larutan PCI sebanyak 2x volume sebelumnya ke dalam 
masing-masing sampel, kemudian microtube di bolak-balik sebentar 
7) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
8) Mengambil supernatan dipindahkan ke dalam microtube steril baru 
9) Menambahkan larutan CI 2x volume sebelumnya ke dalam masing-masing 
microtube, kemudian microtube dibolak-balik sebentar 
10) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
11) Mengambil supernatan dari kedua microtube diambil dan masing-masing 
dipindahkan ke dalam microtube steril baru 
12)  Menambahkan larutan etanol absolut dingin 2x volume sebelumnya ke 
dalam masing-masing sampel 
13) Menginkubasi di freezer (-4 oC)  selama 30 menit 
14) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
15) Membuang supernatan, kemudian pellet pada masing-masing microtube 
diresuspensi dengan larutan 200 ul etanol 70%, kemudian microtube 
dibolak-balik sebentar 
16) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
17) Membuang supernatan, kemudian pellet pada masing-masing microtube 
dikeringkan pada oven suhu 55 oC 
18) Menambahkan 50 ul buffer TE pada masing-masing sampel 





2. Purifikasi DNA 
1) Stock DNA diambil dari freezer, kemudian menambahkan PCI 2x volume 
sebelumnya ke dalam masing-masing microtube 
2) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
3) Mengambil supernatan dari masing-masing microtube kemudian dipindah 
ke dalam microtube steril baru 
4) Menambahkan larutan CI 2x volume sebelumnya ke dalam masing-masing 
microtube, kemudian dibolak-balik sebentar 
5) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
6) Mengambil supernatan dari masing-masing microtube kemudian dipindah 
ke dalam microtube steril baru 
7) Menambahkan etanol absolut 2x voulme sebelumnya pada masing-masing 
microtube 
8) Menginkubasi di freezer (-4 oC) selama 20 jam 
9) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
10) Membuang supernatan, kemudian pellet pada masing-masing microtube 
diresuspensi dengan larutan 200 ul etanol 70%, kemudian microtube 
dibolak-balik sebentar 
11) Mensetrifugasi sampel pada 10.000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 menit  
12) Membuang supernatan, kemudian pellet pada masing-masing microtube 
dikeringkan pada oven suhu 55 oC 
13) Menambahkan 50 ul buffer TE pada masing-masing microtube 





3. Prosedur PCR (Polymerase Chain Reaction) 
1) Membuat campuran PCR dalam 14 microtube PCR dengan komposisi : 
Komponen Volume 
Master mix PCR (taq polymerase, buffer Taq, MgSo4, dan dNTP) 12,5 ul 
Primer F (10 ρmol/ul) 1 ul 
Primer R (10 ρmol/ul) 1 ul 
DNA template 1ul 
ddH2O 9,5 ul 
Total 25 ul 
 
2) Memasukkan sampel ke dalam mesin PCR dan melakukan running dengan 
kondisi PCR 
Untuk Primer P35S (35 siklus) : 
Tahapan PCR Suhu Waktu 
Initial Denaturation 95oC 5 menit 
Denaturation 95oC 30 detik 
Annealing 60oC 30 detik 
Extention 72oC 30 detik 
Final Extention 72oC 5 menit 
Waiting 4oC  
 
Untuk Primer RRS01 (35 siklus) : 
Tahapan PCR Suhu Waktu 
Initial Denaturation 95oC 5 menit 
Denaturation 95oC 40 detik 
Annealing 59oC 40 detik 
Extention 72oC 40 detik 
Final Extention 72oC 5 menit 
Waiting 4oC  
 






4. Perhitungan Pengenceran Konsentrasi DNA Sampel 
1) Sampel A, konsentrasi : 3142,11 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 15,5 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 16,5 ul Sampel A dengan asumsi konsentrasi 202,72 ng/ul 
2) Sampel B, konsentrasi : 153,8 ng/ul 
Diambil 1,32 ul Sampel B dengan asumsi konsentrasi 203,01 ng/ul 
3) Sampel C konsentrasi : 418,20 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 2 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 3 ul Sampel C dengan asumsi konsentrasi 209,1 ng/ul 
4) Sampel D konsentrasi : 1500,09 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 7,4 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 8,4 ul Sampel D dengan asumsi konsentrasi 202,71 ng/ul 
5) Sampel E konsentrasi : 572,54 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 2,7 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 3,7 ul Sampel E dengan asumsi konsentrasi 212,05 ng/ul 
6) Sampel F konsentrasi : 1838,86 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 9 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 10 ul Sampel F dengan asumsi konsentrasi 204,32 ng/ul 
7) Sampel G konsentrasi : 1118,5 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 5,4 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 6,4 ul Sampel G dengan asumsi konsentrasi 207,13 ng/ul 
8) Sampel H konsentrasi : 1037,36 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 5 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 6 ul Sampel H dengan asumsi konsentrasi 207,47 ng/ul 
9) Sampel I konsentrasi : 5138,85 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 25,4 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 26,4 ul Sampel I dengan asumsi konsentrasi 202,32 ng/ul 
10) Sampel J konsentrasi : 2448,09 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 12,1 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 13,1 ul Sampel J dengan asumsi konsentrasi 202,32 ng/ul 
11) Sampel K konsentrasi : 2151,71 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 10,5 ul pengencer (ddH2O steril) 
Diperoleh 11,5 ul Sampel K dengan asumsi konsentrasi 204,92 ng/ul 
12) Sampel L konsentrasi : 2615,03 ng/ul 
Diambil 1ul, ditambahkan 12,8 ul pengencer (ddH2O steril) 




5. Perhitungan Penentuan Suhu Annealing PCR 
1) Primer CaMV 35S Promotor 
Perhitungan nilai Tm primer forward 
Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+]) + 0,41 x (%G+C) – 675/n 
Tm = 81,5 + 16,6 x (-1,30) + 0,41 x 52,38 – 675/21 
Tm = 81,5 – 21,58 + 21,48 – 32,14 
Tm = 49,24 
Perhitungan nilai Tm primer reverse 
Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+]) + 0,41 x (%G+C) – 675/n 
Tm = 81,5 + 16,6 x (-1,30) + 0,41 x 40 – 675/25 
Tm = 81,5 – 21,58 + 16,4 – 27 
Tm = 49,30 
2) Primer Gen EPSPS-CP4 
Perhitungan nilai Tm primer forward 
Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+]) + 0,41 x (%G+C) – 675/n 
Tm = 81,5 + 16,6 x (-1,30) + 0,41 x 43,48 – 675/23 
Tm = 81,5 – 21,58 + 17,83 – 29,35 
Tm = 48,38 
Perhitungan nilai Tm primer reverse 
Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+]) + 0,41 x (%G+C) – 675/n 
Tm = 81,5 + 16,6 x (-1,30) + 0,41 x 61,1 – 675/18 
Tm = 81,5 – 21,58 + 25,05 – 37,5 
Tm = 47,46 
3) Primer NOS Terminator 
Perhitungan nilai Tm primer forward 
Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+]) + 0,41 x (%G+C) – 675/n 
Tm = 81,5 + 16,6 x (-1,30) + 0,41 x 41,67 – 675/24 
Tm = 81,5 – 21,58 + 17,08 – 28,12 
Tm = 48,86 
Perhitungan nilai Tm primer reverse 
Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+]) + 0,41 x (%G+C) – 675/n 
Tm = 81,5 + 16,6 x (-1,30) + 0,41 x 54,17 – 675/24 
Tm = 81,5 – 21,58 + 22,21 – 28,12 




6. Prosedur Elektroforesis Gel 
1) Menimbang 1,2 gram bubuk agarosa dan melarutkannya dalam 40 ml 
buffer TAE 1x 
2) Memanaskan larutan menggunakan kompor listrik hingga larutan bening 
3) Menunggu larutan hingga suam-suam kuku (50o-60o C), kemudian 
menambahkan 1 ul EtBr dan mengaduk larutan hingga homogen 
4) Menuangkan larutan gel agarosa ke dalam cetakan yang telah disiapkan 
sebelumnya kemudian ditutup dengan alumunium foil dan menunggu 
larutan berubah menjadi gel yang padat 
5) Melepaskan sisir dari cetakan dengan hati-hati  
6) Menambahkan larutan running buffer TAE 1x ke dalam chamber 
elektroforesis hingga gel terendam 
7) Menyiapkan kertas alumunium foil di dekat chamber elektoforesis, 
kemudian mencampurkan 2 ul larutan marker (1000 bp ladder marker), 1 
ul loading dye 10x dan 3 ul nuclease-free water dan melakukan resuspensi 
agar larutan homogen  
8) Mencampurkan 1 ul loading dye dan 5 ul DNA hasil PCR sampel dan 
melakukan resuspensi pada tiap sampel agar larutan homogen  
9) Memasukkan 6 ul marker dan 6 ul DNA hasil PCR dalam masing-masing 
sumur yang terdapat pada gel agarosa 
10) Menutup peralatan elektroforesis dan menghubungkan sumber arus ke 
chamber elektroforesis (pastikan DNA akan bergerak ke kutub positif atau 
kutub dengan kabel berwarna merah) 
11) Menyalakan sumber arus dengan voltase sebesar 60 V dan waktu running 
elektroforesis selama ± 60 menit 
12) Mematikan arus listrik setelah elektroforesis selesai  
13) Mengambil gel agarosa yang telah dielektroforesis dan mengamati migrasi 
DNA pada alat Gel-Doch 
